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i n d u s t r i a l d i s c h a r ge r s h a d t o m e e t e f f l u e n t s t a n d a r d s b y a p p l y i n g th e
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(B PT ) th a t w a s c u r r e n t l y a v a i l a b l e . B y 19 8 3 , i n d u s t r i a l e f fl u e n t
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b i o a c c u m u l a t i v e a g e n t s w e r e e a s i e r t o a d dr e s s . H o w e v e r , t h i s a p p r o a c h t o e f fl u e n t
3t e s t i n g d i d n o t a c c o u n t f o r t h e b i o l o g i c a l i m p a c t o f a d d i t i v e , s y n e r g i s t i c , o r
a n t a g o n i s t i c e f f e c t s o f c h e m i c a l s i n c o m p l e x e f f l u e n t m i x t u r e s .
I n M a r c h 19 8 4
,
t h e E P A i s s u e d a n a t i o n a l p o l i c y s t a t e m e n t e n t i t l e d
" Po l i c y f o r
t h e D e v e l o pm e n t o f Wa t e r Qu a l i t y - B a s e d P e r m i t L im i t a t i o n s f o r T o x i c P o l l u t a n t s (F e d .
R e g . , 19 8 4 ) . T h i s p o l i c y s t a t e m e n t p r o p o s e d th a t
" b i o l o gi c a l t e s t i n g o f e f fl u e n t s i s a n
im p o r t a n t a s p e c t f o r c o n t r o l l i n g t o x i c p o l l u t a n t s . E f fl u e n t t o x i c i t y d a t a , in c o n j u n c t i o n
w i t h o t h e r d a t a , c a n b e u s e d t o e s t a b l i s h c o n t r o l p r i o r i t i e s , a s s e s s c o m p l i a n c e w i t h
St a t e w a t e r qu a l i t y s t a n d a r d s , a n d s e t p e r m i t l im i t a t i o n s t o a c h i e v e t h o s e s t a n d a r d s
"
(F e d . R e g , 19 84 ) . Sh o r t l y t he r e a ft e r , t h e E PA d e v e l o p e d a n d p u b l i s h e d m e t h o d s f o r
a c u t e a n d c h r o n i c b i o l o g i c a l t e s t i n g o f w h o l e e f fl u e n t s , t h e r e s u l t s o f w h i c h w e r e t o b e
u s e d i n t h e N P D E S p e r m i t t i n g p r o g r a m (E P A , 19 8 5 ; 1 9 8 9) . T h e s e v e n - d a y
C e r i o d a p h n i a t e s t w a s fi r s t d e s c r i b e d b y M o u n t a n d N o r b e r g in 19 8 4 a n d h a s s i n c e
b e e n m o d i fi e d a n d i n c o r p o r a t e d i n t o t h e m o s t r e c e n t E P A c h r o n i c t o x i c i t y t e s t in g
m e t h o d s m a n u a l (E P A , 19 8 9 ).
R T v p e s o f A q u a t i c T o x i c i t y T e s t i n g
A c u t e a n d c hr o n i c a q u a t i c t o x i c i t y t e s t s a r e t w o a c c e p t a b l e m e th o d s f o r t h e
b i o l o g i c a l t e s t i n g o f e f fl u e n t s . A c u t e a q u a t i c t o x i c i t y t e s t s a r e d e s i g n e d t o m e a s u r e t h e
r e l a t i v e t o x i c i t y o f d i f f e r e n t c h e m i c a l c o n c e n t r at i o n s o v e r a s h o r t p e r i o d o f t im e ,
u s u a l l y f o u r d a y s o r l e s s . T y p i c a l a c u t e t o x i c i t y e n d p o i n t s m e a s u r e d i n s u c h t e s t s
i n c l u d e imm o b i l i t y , l o s s o f e q u i l i b r i u m , g r o w th (o r l a c k t h e r e o f) , a n d d e a t h . A t t h e
4e n d o f t h e t e s t
,
t h e c o n c e n t r a t i o n t h a t w a s l e t h a l t o o r i m p a i r e d a c e r ta i n p e r c e n t a g e o f
t h e p o p u l a t i o n o f t h e t e s t o r g a n i sm c a n b e d e t e r m i n e d . F o r e x a m p l e , t h e c h e m i c a l
c o n c e n t r a t i o n l e t h a l t o 5 0% o f t h e t e s t p o p u l a t i o n i s t e r m e d t h e L C j g . T h e c h e m i c a l
c o n c e n t r a t i o n c a p a b l e o f p r o d u c i n g a s u b l e t h a l e f f e c t i n 5 0% o f th e t e s t p o p u l a t i o n i s
t e r m e d th e E C
j q . C h r o n i c t o x i c i t y t e s t s a r e d e s i g n e d t o e v a l u a t e p o s s i b l e a d v e r s e
e f f e c t s o f a t e s t c h e m ic a l o v e r l o n g - t e r m e x p o su r e (o n e w e e k t o a y e a r o r m o r e ) . A
c hr o n i c t e s t t yp i c a l l y m e a s u r e s s u b l e t h a l e f f e c t s s u c h a s g r o w t h , d e v e l o pm e n t , a n d
r e p r o d u c t i o n . T h e c h r o n i c t e s t i s d e s i g n e d t o e x p o s e a t e s t o r g a n i s m t o l o w e r c h e m i c a l
c o n c e n t r a t i o n s d u r i n g i t s e n t i r e r e p r o d u c t i v e l i f e c y c l e , n o t j u s t a p o r t i o n o f t h e
o r g a n i s m s l i f e c y c l e a s i n a n a c u t e t e s t . T h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n t h a t d o e s n o t r e s u l t
i n a s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d e l e t e r i o u s e f fe c t i s t e r m e d th e
"
n o o b se r v e d e f f e c t
c o n c e n t r a t i o n " o r N O E C (Ra n d a n d P e t r o c e l l i , 1 9 8 5) . T h e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n t h a t
r e s u l t s i n a s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t d e l e t e r i o u s e f f e c t i s t e r m e d th e
" l o w e s t o b se r v e d
e f f e c t c o n c e n t r a t i o n " o r L O E C (R a n d a n d P e t r o c e l l i , 1 9 8 5) .
C N o r th C ar o l i n a C e r i o d a p h n i a M i n i - Ch r o n i c P a s s / F a i l T o x i c i t v T e s t
W i th i n t h e l im i t s o f t h e gu i d a n c e m a n u a l f o r c h r o n i c t o x i c i t y t e s t i n g o f
e f fl u e n t s (E PA , 19 8 5 ; 19 8 9 ), s t a t e s w e r e g i v e n t h e a u t h o r i t y t o d e v e l o p th e i r o w n
s p e c i fi c b i o a s s a y t e s t i n g p r o t o c o l s . T h e N o r t h C a r o l i n a D e p a r tm e n t o f E n v i r o n m e n t a l
M an a g e m e n t (N C D E M ) m o d i fi e d E PA
'
s p r o t o c o l f o r t h e c h r o n i c t e s t i n g o f e f fl u e n t s
a n d d e v e l o p e d t h e C e r i o d a p h n i a M i n i - Ch r o n i c P a s s / F a i l T o x i c i t y T e s t (A p p e n d i x A ) .
5T h e t e s t w a s d e v e l o p e d t o p r o v i d e a l e s s e x p e n s i v e a l t e r n a t i v e t o e v a l u a t i n g w a t e r
q u a l i t y w i t h r e s p e c t t o c hr o n i c a l l y t o x i c p o l l u t a n t s a n d i s r e q u i r e d o f d i s c h a r g e r s o n c e
e v e r y t hr e e m o n t h s . F a i l u r e o f t h e q u a r t e r l y t e s t r e q u i r e s t h e d i s c h a r g e r t o u n d e r g o
m o n th l y s c r e e n i n g s . I f m o n t h l y t e s t s a l s o f a i l , t h e d i s c h a r g e r m a y b e r e q u i r e d t o
i n i t i a t e a T o x i c i t y R e d u c t i o n E v a l u a t i o n (T R E ) t o i d e n t i f y a n d e l im i n a t e t h e s o u r c e o f
t h e t o x i c i t y . A T R E i s a s i t e s p e c i fi c s t u d y d e s i g n e d t o i d e n t i f y t h e c a u s a t i v e a g e n t s o f
e f f l u e n t t o x i c i t y , i s o l a t e t h e s o u r c e s o f t o x i c i t y , e v a l u a t e t h e e f f e c t i v e n e s s o f t o x i c i t y
c o n t r o l o p t i o n s , a n d c o n f i r m t h e r e d u c t i o n i n e f fl u e n t t o x i c i t y (E P A , 19 8 5) .
T h e b a s i c p r e m i s e o f th e N o r t h C a r o l i n a t e s t i s t o a c c e p t o r r e j e c t a n e f fl u e n t
f o r d i s c h a r g e i n t o a s p e c i fi c r e c e i v i n g w a t e r u n d e r d e f i n e d fl o w c o n d i t i o n s b a s e d o n
th e r e s u l t s o f t h e t e s t
,
b u t it d o e s n o t d e t e r m i n e a n o o b s e r v a b l e e f f e c t c o n c e n t r a t i o n
(N O E C) (N C D EM , 19 8 9 ) . T h e N o r th C a r o l i n a M i n i - C hr o n i c t e s t i s d e s i g n e d t o
m e a s u r e t h e s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n o f C e r i o d ap h n i a d u b i a (C . d u b i a ) in a s i n g l e
e f fl u e n t / d i l u t i o n w a t e r m i x t u r e a n d a d i l u t i o n w a t e r c o n t r o l . T h e c o n c e n t r a t i o n o f
e f fl u e n t s e l e c t e d f o r t e s t i n g i s u s u a l l y e qu i v a l e n t t o t h e i n s t r e a m w a s t e c o n c e n t r a t i o n
(I WC ) s p e c i fi e d i n a d i s c h a r g e r s N P D E S p e r m i t a n d i t i s a l w a y s g i v e n a s a p e r c e n t .
T h e IWC i s e q u a l t o t h e p e r m i t t e d d i s c h a r g e v o l u m e m u l t i p l i e d b y 10 0 , d i v i d e d by t h e
p e r m i t t e d d i s c h a r g e v o l u m e p l u s t h e 7Q 10 (N CD EM , 19 89 ) . T h e 7Q 10 i s d e fi n e d a s
th e l o w e s t a v e r a g e s e v e n d a y fl o w i n t h e r e c e i v i n g s t r e a m w h i c h h a s a p r o b a b i l i t y o f
o c c u r r i n g o n c e e v e r y t e n y e a r s (N C D EM , 19 8 9 ). T h e t e s t i s p e r f o r m e d w i th 12
f e m a l e C . d u b i a e x p o s e d t o s o m e c o n c e n t r a t i o n o f e f fl u e n t a n d 12 f e m a l e C . d u b ia
e x p o s e d t o 10 0% c u l t u r e w a t e r , e a c h i n i n d i v i d u a l t e s t c h a m b e r s . A c u l t u r e w a t e r i s
6w h a t e v e r w a t e r i s u s e d t o m a i n t a i n t h e t e s t p o p u l a t i o n i n t h e l a b o r a t o r y , u s u a l l y a
f o r m o f d i l u t e d m i n e r a l w a t e r (D MW ). T e s t a n d c o n t r o l o r g a n i s m s a r e f e d a
c o m b i n a t i o n o f y e a s t , c e r e a l l e a v e s , a n d t r o u t c h o w (Y C T ) a n d a l g a e d a i l y . Sp e c i f i c
d e t a i l s a b o u t t h e t e s t m e t h o d a r e d e s c r i b e d i n Ch a p t e r 11. A n a v e r a g e o f a t l e a s t 15
y o u n g (a l s o c a l l e d n e o n a t e s ) m u s t be p r o d u c e d a n d m o r t a l i t y m u s t n o t e x c e e d 2 0% i n
t h e c o n t r o l p o p u l a t i o n . T h e a v e r a g e n u m b e r o f n e o n a t e s i s d e t e r m i n e d b y s u m m i n g
th e t o t a l n u m b e r o f n e o n a t e s p r o d u c e d a n d d i v i d i n g b y t h e n u m b e r o f f e m a l e s e x p o s e d
t o t h e t e s t w a t e r ( 12 ) . I f t h e s e t e s t p a r a m e t e r s a r e n o t m e t i n t h e c o n t r o l p o p u l a t i o n ,
t h e n th e t e s t i s d e c l a r e d i n v a l i d a n d m u st b e r e p e a t e d . A s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e i n
r e p r o d u c t i o n b e t w e e n t h e c o n t r o l a n d th e e f f lu e n t c o n c e n t r a t i o n i s i n t e r pr e t e d a s a
f a i l u r e o f t h e e f fl u e n t t o m e e t w a t e r q u a l i t y s t a n da r d s fo r t h e r e c e i v i n g w a t e r
(N C D EM , 19 8 9 ) . T h e N C D E M ( 19 8 9) p r o t o c o l s t a t e s t h a t a p a s s i n g r e s u l t w i l l b e
"
c o n s i d e r e d a s a c c e p t a b l e p r o o f t h a t t h e e f f lu e n t i s n o t c a u s i n g im p a c t s t o a q u a t i c l i f e
i n t h e r e c e i v i n g s t r e a m s d u e t o t o x i c s u b s t a n c e s . I t d o e s n o t a d d r e s s m u t a g e n s ,
c a r c i n o g e n s , t e r a t o g e n s o r d i s e a s e c a u s i n g a g e n t s a n d m a y be s u p e r s e d e d b y o t h e r
w a t e r q u a l i t y r e g u l a t i o n s .
"
T h e t e s t u t i l i z e s t h e c l a d o c e r an C . d u b i a o r w a t e r f l e a
,
a m em b e r o f t h e P h y l u m
A r th r o p o d a a n d C l a s s C r u s t a c e a . I t i s a sm a l l m a c r o s c o p i c o r g a n i s m f o i m d i n a lm o s t
a l l a q u a t i c h a b i t a t s e x c e p t t h e o c e a n . I t i s a p o i k i l o t h e r m , t h u s i t s f e e d i n g , g r o w th ,
r e p r o d u c t i o n , a n d m e t a b o l i sm r a t e s a r e i n f l u e n c e d b y t e m p e r a t u r e . F o r e x a m p l e , C .
d u b i a m a i n t a i n e d a t 2 5 ° C a r e c a p a b l e o f p r o d u c i n g a s i g n i f i c a n t n u m b e r o f o f f s p r i n g ,
u s u a l l y 15 o r g r e a t e r , o v e r a s e v e n d a y p e r i o d . C . d u b i a a r e p a r t h e n o g e n i c o r g a n i s m s
7th a t p r o d u c e p o p u l a t i o n s o f g e n e t i c a l l y i d e n t i c a l i n d i v i d u a l s o r c l o n e s . P a r t h e n o g e n e s i s
i s a f o r m o f a s e x u a l r e p r o d u c t i o n w h e r e n o e g g s a r e f e r t i l i z e d , n o m e i o s i s o c c u r s , a n d
t h e e g g s d e v e l o p im m e d i a t e l y a ft e r t h e y a r e r e l e as e d i n t o t h e b r o o d p o u c h f o l l o w i n g a
p e r i o d o f m o l t i n g . C . d u b i a a r e c a p a b l e o f p r o d u c i n g f o u r t o 15 e g g s i n e a c h b r o o d ,
b u t u s u a l l y r e l e a s e f e w e r e g g s i n t h e i r f i r s t a n d s e c o n d b r o o d s a n d m o r e i n t h e i r t h i r d
o r s u b s e q u e n t b r o o d s ( G o u l d e n a n d H e n r y , 19 83 ) . C . d u b i a a r e a b l e t o p r o du c e a l l o f
t h e i r y o u n g i n a r e l a t i v e l y s h o rt p e r i o d o f t im e c o m p a r e d t o o t h e r c l a d o c e r a n s p e c i e s .
D u e t o t h i s r a p i d l i f e c y c l e , a c h r o n i c t o x i c i t y t e s t w i t h C . d u b i a c a n b e c o m p l e t e d
w i t h i n s e v e n da y s i n s t e a d o f t w o t o t h r e e w e e k s r e q u i r e d b y o th e r c h r o n i c t e s t s . C
d u b i a a r e a l s o m o r e s e n s i t i v e t o t o x i c e f f l u e n t s a n d o t h e r c h e m i c a l t o x i c a n t s t h a n o th e r
c l a d o c e r a sp e c i e s (Wi n n e r , 19 8 8 ; E l n a b a r a w y e t a l , 19 86 ) , w h i c h im p l i e s t h a t m o r e
p r o t e c t i v e w a t e r q u a l i t y r e g u l a t i o n s c a n b e im p l e m e n t e d f o r t h e r e c e i v i n g w a t e r u s i n g
t h e r e s u l t s o f t h e t e s t a s t h e b a s i s f o r r e g u l at i o n .
D . Ch a r a c t e r i s t i c s o f a G o o d T o x i c i t v T e s t
F o r a t o x i c i t y t e s t t o b e v a l i d , t h e t e s t m u s t m e e t s e v e r a l c r i t e r i a . T h e t e s t
s e l e c t e d sh o u l d b e a c c e p t a b l e t o t h e s c i e n t i fi c c o m m u n i t y , i t sh o u l d b e a b l e t o p r e d i c t
t h e e f f e c t s o f a w i d e r a n g e o f c hem i c a l s o n d i f f e r e n t o r g a n i sm s , t h e t e s t sh o u l d b e
r e p e a t a b l e w i t h s i m i l a r r e s u l t s , t h e t e s t sh o u l d b e e c o n o m i c a l an d e a s y t o p e r f o r m , a n d
t h e t e s t sh o u l d be s e n s i t i v e a n d r e a l i s t i c i n i t s a b i l i t y t o d e t e c t an d m e a su r e t o x i c
e f f e c t s (R a n d a n d P e t r o c e l l i , 19 8 5 ) . T h e r e p r o d u c i b i l i t y o f b i o a s s a y s i s a n im p o r t a n t
8p a r t o f s e t t i n g p r o t e c t i v e w a t e r q u a l i t y s t a n d a r d s . T h e r e a r e t w o t y p e s o f v a r i a b i l i t y
t h a t m u s t b e m i n im i z e d : i n t r a l a b o r a t o r y a n d i n t e r l a b o r a t o r y . I n t r a l a b o r a t o r y
v a r i a b i l i t y i s a s s o c i a t e d w i t h t e m p o r a l v a r i a t i o n s i n a t e s t p a r a m e t e r s u c h a s f o o d ,
t e m p e r a t u r e , p H , o r t h e h e a l t h o f t e s t o r g a n i sm s . W h e n t e s t o r g an i sm h e a l t h i s
c o m p r o m i s e d d u e t o i n a d e q u a t e d i e t , d i l u t i o n w a t e r , o r c u lt u r i n g t e c h n i q u e s , p o o r
t o x i c i t y t e s t i n g r e s u l t s o c c u r . I n t e r l a b o r a t o r y v a r i ab i l i t y i s a s s o c i a t e d w i th v a r i a t i o n s i n
t o x i c r e s p o n s e s m e a s u r e d b y d i f fe r e n t l a b o r a t o r i e s . I n t e r l a b o r a t o r y v a r i a t i o n s i n
r e s p o n s e c a n b e du e t o d i f f e r e n t t e s t c o n d i t i o n s , d i f f e r e n t c u l t u r e t e c h n i q u e s a n d t e s t
p r o c e d u r e s , a n d d i f f e r e n t t e s t o r g a n i sm p o p u l a t i o n s .
K L i t e r a t u r e R e v i e w
U n l i k e s o m e o f t h e a qu a t i c t o x i c o l o g y t e s t s t h a t a r e c u r r e n t l y a v a i l a b l e ( e . g . , 7 -
da y f a t h e a d m i n n o w t e s t (E P A , 1 9 8 9)) , t h e 7- d a y C e r i o d ap h n i a d u b i a t e s t i s r e l a t i v e l y
n e w t o th e r o u t i n e a q u a t i c t o x i c o l o g y t e s t i n g a r e n a . Si n c e i t w a s i n t r o d u c e d i n t h e
e a r l y 19 8 0
'
s , m a n y s c i e n t i s t s a n d l a b o r a t o r i e s h a v e e x p e r i e n c e d d i f f i c u l t i e s i n
m a i n t a i n i n g h e a l t h y c u l t u r e s o f C . d u b i a a n d c o n du c t i n g v a l i d t o x i c i t y t e s t s . T h e
m aj o r i t y o f t h e p u b l i sh e d l i t e r a t u r e h a s f o c u s e d o n r e d u c i n g t h e s o u r c e s o f
i n t r a l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y b y s t u dy i n g f o o d t y p e , f e e d i n g a m o u n t s d u r i n g c u l t u r i n g a n d
t e s t i n g , a n d t y p e o f d i l u t i o n a n d c o n t r o l w a t e r s . L i t e r a t u r e a v a i l a b l e o n t h e s o u r c e s o f
i n t e r l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y i n C . d u b i a i s m o r e l im i t e d . I t i s p o s s i b l e t h a t m o r e r e s e a r c h
h a s b e e n d o n e r e g a r d i n g t h i s i s s u e , b u t t h e d a t a fr o m s u c h s t u d i e s h a s n o t be e n
9p u b l i s h e d . F u r t h e r i n v e s t i g a t i o n i n t o t h e s o u r c e s o f i n t e r l a b o r a t o r y v a ri a b i l i t y i s
w a r r a n t e d . A r e v i e w o f t h e l i t e r a t u r e o n b o t h t y p e s o f v a ri a b i l i t y i s p r e s e n t e d b e l o w .
I n t r a l a b o r a t o r v V a r i a b i l i t y
Pa t t e r s o n ( 1 9 92 ) r e p o r t e d t h a t o u t o f a p o s s i b l e n i n e d i e t a n d d i l u t i o n w a t e r
c o m b i n a t i o n s , a d i e t o f Se l e n a s t r u m c a p r i c o m u t u m a n d y e a s t , C e r o p h y l l
^ * *
,
an d t r o u t
c h o w (Y C T ) w a s i d e a l f o r m a i n t a i n i n g h e a l t h y c u l t u r e s o f C . d u b i a (P at t e r s o n e t a l .
19 9 2 ) . A n o th e r s t u dy b y N o r b e r g - K i n g a n d Sc hm i d t ( 19 9 3) c o n c l u d e d th a t s e v e n o u t
o f 1 1 d i e t s c o n s i s t i n g o f v a r i o u s c o m b i n a t i o n s o f Y C T , S . c a p r i c o m u t u m , a n d
C e r o p h y l l
™ w e r e e qu a l l y s u c c e s s f u l i n s u s t a i n i n g m u l t i p l e g e n e r a t i o n s o f C . d u b i a .
L aR o c c a ( 19 9 1) d e m o n s t r a t e d t h a t t h e b e s t d i e t f o r m a i n t a i n i n g h e a l t h y , r e p r o d u c i n g
g e n e r a t i o n s o f C . d u b i a w a s a c o m b i n a t i o n o f tw o a l g a l s p e c i e s (5 . c a p r i c o m u t u m an d
C h l a my d o m o n a s r e i n ha r d t i i ) a n d Y C T . I t w a s a l s o f o u n d t h a t t h e m u l t i - a l g a lA ^ C T
d i e t p r o d u c e d C . d u b i a t h a t w e r e m o r e r e s i s t a n t t o t o x i c i n s u l t t h a n t h o s e c u l t u r e d o n
th e s i n g l e - a l g a / Y C T d i e t s . Th e N o r b e r g - K i n g a n d Sc hm i dt ( 19 9 3 ) s t u d y a l s o r e p o r t e d
t h a t t h e s e v e n d i e t s p r o du c e d C . d u b i a t h a t r e s p o n d e d s im i l a r l y t o e f f l u e n t s , a n
im p o r t a n t fi n d i n g w h e n l a b o r a t o ri e s a r e t r y i n g t o m a x im i z e t h e i r r e p r o d u c i b i l i t y o f
e f fl u e n t t o x i c i t y t e s t s . O th e r s t u d i e s ha v e be e n do n e o n t he e f f e c t s o f d i e t o n the
s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n o f C . d u b i a , b u t w e r e n o t e v a l u a t e d b e c a u s e th e y w e r e n o t
t h e f o c u s o f t h i s p r o j e c t .
I n t h e s a m e s t u d y m e n t i o n e d a b o v e , P a t t e r s o n e t a l . ( 19 9 2 ) r e p o r t e d th a t o f t h e
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n i n e d i e t a n d d i l u t i o n w a t e r c o m b i n a t i o n s t e s t e d , a d i l u t i o n w a t e r o f n i n e p a r t s
r e c o n s t i t u t e d h a r d w a t e r a n d o n e p a r t b o t t l e d m i n e r a l w a t e r (t o t a l h a r d n e s s 18 0 - 18 4 mg
C a C O j ) w a s t h e b e s t o n e fo r t h e s u c c e s s fu l c u l t u r i n g o f C . du b i a . E l i a s ( 19 9 1)
c o n d u c t e d a s t u d y o f t h e e f fe c t s o f d i l u t i o n w a t e r o n t h e s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n o f
C . du b i a . I t w a s d e t e r m i n e d fr o m h i s s t u d y t h a t t h e t y pe o f d i l u t i o n w a t e r b e s t s u i t e d
f o r s u c c e s s f u l c u l t u r i n g o f C . d u b i a w a s a 2 0% P e r r i e r
™ w a t e r . I n a d d i t i o n
,
bo t a n y
p o n d w a t e r (a n a t u r a l s u r f a c e w a t e r ) , 10% P e r ri e r
™ * w a t e r
,
a n d E PA r e c o n s t i t u t e d
w a t e r s w e r e a l s o a c c e p t a b l e d i l u t i o n w a t e r s . O th e r s t u d i e s h a v e b e e n d o n e o n t h e
e f f e c t s o f d i l u t i o n w a t e r o n t h e s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n o f C . d u b i a , b u t w e r e n o t
e v al u a t e d .
C o o n e y e t a l . ( 19 9 2 ) s t u d i e d th e e f f e c t s o f e n v i r o n m e n t a l a n d e x p e r im e n t a l
d e s i g n fa c t o r s o n t h e s e v e n - d a y C . d u b i a t e s t . A n i n t r a l a b o r a t o r y c o m p a ri s o n o f t e s t
o r g a n i sm a g e a t t h e t im e o f t e s t i n i t i a t i o n w a s p e r fo r m e d . C . d u b i a i n t h r e e a g e
c a t e g o ri e s o f 0 - 4 , 2 0 - 2 4 , a n d 0 - 2 4 h o u r s w er e e v a l u a t e d o n th e i r s u r v i v a l a n d
r e p r o du c t i v e p e r f o r m a n c e i n s o d i u m c h l o ri de . S u r v i v a l d id n o t v a r y be t w e e n t he th r e e
a g e g r o u p s , b u t r e p r o d u c t i o n d i d . I n t h e tw o s e t s o f e x p e r im e n t s , t h e c o e f f i c i e n t o f
v a ri a t i o n (C . V . ) w a s 2 7 . 5% w i th a r a n g e o f 10 . 2 t o 3 0 . 7% . A c o e f f i c i e n t o f v a ri a t i o n
i s c a l c u l a t e d b y d i v i di n g th e s t a n d a r d d e v i a t i o n b y th e m e a n a n d m u l t i p l y i n g b y 10 0
(D e G r a e v e e t a l . , 19 92 ) . T h e 0 - 2 4 h o u r a g e g r o u p h a d th e gr e a t e s t v a ri a b i l i t y in t h e i r
r e p r o d u c t i v e p e r f o r m an c e (m e a n 2 6 - 3 6 y o i m g / f e m a l e ) , b u t o v e r a l l i t w a s c o m p a r a b l e
t o t h e v a ri a b i l i t i e s o b s e r v e d i n t h e o t h e r tw o a g e g r o u p s (2 0 - 2 4 h o u r : 2 2 - 2 3
y o u n g/ f e m a l e ; 0 - 4 h o u r : 3 2 y o u n g/ f e m a l e ) . C o o n e y e t a l . ( 19 9 2 ) c o n c l u d e d t h a t t h e r e
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w a s v a ri a b i l i t y a s s o c i a t e d w i t h t h e a g e o f t h e o r g a n i s m s e l e c t e d f o r t e s t in g , b u t t h a t i t
u l t im a t e ly d i d n o t a f f e c t t h e o u t c o m e o f a c h r o n i c t o x i c i t y t e s t a s l o n g a s t h e
o r g a n i s m s w e r e r a n d o m l y d i s t ri b u t e d th r o u g h o u t t h e t e s t c h a m b e r s .
G r o t h e a n d K i m e r l e ( 19 8 5 ) c o n d u c t e d a r o u n d - r o b i n s t u d y o f n i n e l a b o r a t o ri e s
u t i l i z i n g D a p h n i a m a g n a (D . m a g n a ) , a n o t h e r c l a do c e r a n s p e c i e s s im i l a r t o C . d u b i a .
T h e t e s t p e r f o r m e d w a s a s t a t i c 4 8 h o u r a c u t e e f fl u e n t t e s t , w h e r e e a c h l a b o r a t o r y
r e c e i v e d a s p l i t w h o l e t r e a t e d e f fl u e n t s am p l e a n d f o l l o w e d a s p e c i fi c p r o t o c o l , e x c e p t
f o r d a p h n i d c u l t u r i n g , a s s e s s i n g d a p h n i d h e a l t h p r i o r t o e x p o s u r e , a n d f o o d s e l e c t i o n .
A s t a t i c t e s t e x p o s e s a t e s t o r g a n i sm t o a d i l u t i o n w a t e r w h e r e t h e t e s t m a t e ri a l i s
a d d e d t o t h e d i l u t i o n w a t e r t o p r o d u c e t h e n e c e s s a r y t e s t c o n c e n t r a t i o n . T h e d i l u t i o n
w a t e r i s n o t c h a n g e d f o r t h e d u r a t i o n o f t h e t e s t ( R a n d a n d P e t r o c e l l i , 19 8 5) . T h e
m e a n 4 8 h o u r E C 50 f o r a l l d a t a w a s 5 . 3% e f fl u e n t , w i t h a r a n g e o f 3 . 5 - 9 . 1% (a f a c t o r
o f 2 . 6 ) . T h e p o o l e d i n t r a l a b o r a t o r y v a ri a b i l i t y h a d a c o e f fi c i e n t o f v a ri a t i o n o f 16% .
G r o t h e a n d K i m e r l e ( 19 8 5) s t a t e d th a t l o w c o e f fi c i e n t s o f v a r i a t i o n c o u l d b e a t t a i n e d i f
s p e c i fi c p r o t o c o l s w e r e d e fi n e d a n d u n i f o r m l y f o l l o w e d . T h e y r e c o m m e n d e d t h a t
p o s s i b l e v a r i a b l e s s u c h a s d i l u t i o n w a t e r a n d c ri t e r i a f o r d e t e r m i n in g t o x i c i t y a n d t e sft
c o n c e n t r a t i o n s b e s t a n d a r d i z e d t o e n h a n c e d r e p r o d u c i b i l i t y o f t e s t d a t a . T h i s
s t a n da r d i z a t i o n w a s a c c o mp l i s h e d i n E P A
'
s 19 8 5 a n d 19 8 9 p u b l i c a t i o n o f m e t h o d s f o r
r o u t i n e t o x i c o l o g i c a l t e s t i n g o f a q u a t i c o r g a n i s m s i n w h o l e e f fl u e n t . I n th e s e
d o c u m e n t s t h e E PA r e c o m m e n d e d c e r t a i n d i e t s
,
f e e d i n g a m o i m t s , a n d d i l u t i o n s w a t e r s
t h a t i t f e l t w e r e a p p r o p ri a t e f o r c u l t u r i n g a n d t e s t i n g C . d u b i a . Wi th i n t h e E PA
r e c o mm e n d a t i o n s i s t h e f l e x i b i l i t y t o c h o o s e fi ro m s e v e r a l d i l u t i o n w a t e r s . T h e
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fl e x i b i l i t y t o c h o o s e fr o m s e v e r a l d i l u t i o n w a t e r s m a y r e s u l t i n r e d u c e d i n t r a i a b o r a t o r y
v a r i a b i l i t y , b u t m a y u l t im a t e l y c r e a t e a s o u r c e o f in t e r l a b o r a t o r y v a ri a b i l i t y t h a t n e e d s
t o b e a d d r e s s e d i f l a b o r a t o ri e s s e l e c t d i f f e r e n t d i l u t i o n w a t e r s .
R u e e t a l . ( 19 8 8 ) e x a m i n e d i n t r a i a b o r a t o r y v a ri a b i l i t y i n t h e p e r f o r m a n c e o f
a c u t e e f fl u e n t t o x i c i t y t e s t s c o n du c t e d by d i f fe r e n t l a bo r a t o r i e s . O n l y o n e l a b o r a t o r y
w a s i d e n t i fi e d t h a t p e r f o r m e d t e s t s w i t h C . d u b i a . A c u t e 4 8 h o u r L C j q S h a d a C . V . o f
2 8 . 5% . T e s t s w i t h D . m a g n a , a n o t h e r c l a d o c e r a n s p e c i e s , w e r e a l s o a n a l y z e d . N i n e t y -
fi v e p e r c e n t o f t h e t e s t s c o n d u c t e d w i t h D . m a g n a w e r e f o u n d t o h a v e i n t r a i a b o r a t o r y
c o e fi c i e n t s o f v a ri a t i o n < 3 0%
,
a n d 7 4% o f t h e t e s t s h a d C . V . ' s < 10% (R u e e t a l . ,
19 8 8 ) . T h e a u t h o r s c o n c l u de d t h a t th e c o e f fi c i e n t s o f v a ri a t i o n f o r t h e s e e f fl u e n t
t o x i c i t y t e s t s w e r e c o m p a r a b l e t o t h o s e p u b l i sh e d f o r an a l y t i c a l m e th o ds (R u e e t a l . ,
19 8 8 ) .
I n 19 8 9 , t h e E l e c t ri c Po w e r R e s e a r c h I n s t i t u t e (E P R I ) c o n d u c t e d a r o u n d - r o b i n
s t u d y o f 1 1 l a b o r a t o ri e s t o e v a l u a t e t h e p r e c i s i o n o f t h e E P A
'
s s e v e n - da y C . d u b i a
s u r v i v a l an d r e p r o du c t i o n t e s t . T h e s t u d y d i r e c t o r , G . M . D e G r a e v e , p u b l i sh e d t he
r e s u l t s o f t h i s s t u d y i n 19 9 2 , s e v e r al y e a r s a f t e r i t w a s c o m p l e t e d . T h e g o a l s o f t h e
s t u d y w e r e t o e v a l u a t e t h e e a s e w i t h w h i c h t h e s e v e n - d a y t e s t c o u l d b e i n i t i a t e d a n d
c o m p l e t e d a n d t o m e a s u r e t h e r e l a t i v e i n t r a - a n d i n t e r l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y i n t h e
r e s u l t s o f t w o t e s t e n d p o i n t s , s u r v i v a l (L C j o ) a n d r e p r o d u c t i o n (I C 50 ) . A n I C 5 0 i s t h e
t e s t c o n c e n t r a t i o n t h a t i n h i b i t s r e p r o d u c t i v e o u t p u t o f t h e t e s t o r g a n i sm s b y 50%
c o mp a r e d t o a c o n t r o l (E P R I , 198 9) . E l e v e n l a bo r a t o ri e s w e r e e n g a g e d t o p a r t i c i p a t e
i n t h e s t u dy a n d e a c h t e s t e d t w o r e f e r e n c e t o x i c a n t s , t w o p u l p a n d p a p e r e fl u e n t s , a n d
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tw o u t i l i t y e fl u e n t s . S t a n d a r d o p e r a t i n g p r o c e d u r e s w e r e s e t f o r t h th a t p a r t i c i p a t i n g
l a b s h a d t o f o l l o w . F o r t e s t s t o b e v a l i d , t h e r e h a d t o b e > 8 0% s u r v i v a l o f t h e
c o n t r o l s a n d > 9 n e o n a t e s / f e m a l e o v e r t h e t e s t p e r i o d . T h e r e s u l t s o f E P R I
'
s ( 19 8 9 )
s t u d y s h o w e d th a t o u t o f a p o s s i b l e 1 16 t e s t s , 7 1 (6 1% ) w e r e i n i t i a t e d b a s e d o n t h e
s t a n d a r d o p e r a t i n g p r o c e d u r e s e s t a b l i sh e d b y E P R I . W h e n a m o d i fi e d t e s t c r i t e r i a w a s
a p p l i e d t o t h e d a t a t o r e fl e c t t h e s t a n d a r d c r i t e r i a o f E P A (> 8 0% su r v i v a l a n d > 15
n e o n a t e s / f e m a l e ) , t e s t i n i t i a t i o n s u c c e s s w a s i n c r e a s e d t o 7 2% (8 3 / 1 16) . H o w e v e r ,
o n l y 4 7% (5 4/ 1 16 ) o f t h o s e in i t i a t e d a n d c o m p l e t e d w e r e v a l i d t e s t s u s in g th e o r ig i n a l
c r it e r i a ; w h e n t h e m o d i fi e d c r i t e r i a w a s a p p l i e d v a l i d i t y r o s e t o 5 6% (6 5/ 1 16 ). T e s t s
b e c am e i n v a l i d w h e n c o n t r o l s u r v i v a l f e l l b e l o w 80% o r t o o f e w y o i mg w e r e
p r o d u c e d . A v e r a g e c o n t r o l s u r v i v a l w a s 8 6% , w h i c h i s l e s s t h a n w h a t i s t yp i c a l l y
e x p e c t e d i n t h e l ab u n d e r o p t i m u m c o n d i t i o n s . A v e r a g e n e o n a t e p r o d u c t i o n r a n g e d
f r o m 15 . 2 t o 3 3 . 1 (m e a n o f 24 . 1) i n t h e c o n t r o l s . T h e r e s u l t s f r o m t h i s s t u d y i n di c a t e
t h a t i f a d i s c h a r g e r r a n d o m l y s e l e c t s a c o n t r a c t l a b t o p e r f o r m r o u t i n e C . d u b ia t e s t s ,
t h e r e i s t h e p o s s i b i l i t y t h a t t h e l a b s m a y n o t be a b l e t o c o m p l e t e > 56% o f t h e
s c h e d u l e d t e s t s (E P R I , 19 89 ) .
E P R I ( 19 89 ) e v a l u a t e d i n t r a l a bo r a t o r y v a r i a b i l i t y bo th s p a t i a l l y a n d t e m p o r a l l y .
M e a n sp a t i a l C . V .
'
s (t e s t s c o n d u c t e d c o n c v i r r e n t l y w i t h i n a l a b ) w e r e 5 . 7% f o r L C j qS
a n d 8 . 5% f o r I C 50 S . I t s h o u l d b e n o t e d th a t t h e s a m p l e s i z e u s e d t o c a l c u l a t e s p a t i a l
v a r i a b i l i t y w a s v e r y s m a l l . M e a n t e m p o r a l C . V .
'
s (t h o s e t e s t c o n d u c t e d w i th i n t h e
s a m e l a b
,
b u t a t d i f f e r e n t t im e s) w e r e l a r g e r , 2 4 . 6% a n d 3 2 . 1% f o r L C 50 a n d I C 5 0
v a l u e s
,
r e s p e c t i v e l y . T h e s e k i n d s o f r e s u l t s a r e n o t u n e x p e c t e d b e c a u s e t h e c h a n c e f o r
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v a ri a t i o n i s l e s s t h a n w h e n t e s t s a r e p e r f o r m e d c o n c u r r e n t l y t h a n a t d i f f e r e n t t im e s .
T h e f o U o Av i n g c o n c l u s i o n s w e r e d r a w n fr o m th e s e i n t r a l a b o r a t o r y s t u d i e s .
H e a l t h y , v i g o r o u s c u l t u r e s , t r a i n e d , e x p e ri e n c e d p e r s o i m e l , a n d a p p r o p ri a t e , p r o p e r l y -
o p e r at i n g e q u i pm e n t a l l f a c t o r i n t o a l a b o r a t o r i e s a b i l i t y t o i n i t i a t e t o x i c i t y t e s t s . T e s t
c o m p l e t i o n i s a fu n c t i o n o f b o t h t e s t i n i t i a t i o n s u c c e s s a n d t h e a b i l i t y o f a l a b t o
a c h i e v e t e s t c ri t e ri o n . T h e k e y t o s u c c e s s f u l l y c u l t u ri n g h e a l t h y C . d u b i a p o p u l a t i o n s
i n t h e l a b o r a t o r y i s t o p r o v i de t h e m w i t h a n u t r i t i o n a l l y a d e q u a t e d i e t a n d t h e
a p p r o p ri a t e d i l u t i o n w a t e r . I n d o i n g s o , o r g a n i s m h e a l t h c a n b e m a x im i z e d s o th a t
i n t r a l a b o r a t o r y v a ri a b i l i t y c a n b e m i n im i z e d . T h e r e s u l t s o f t h e s t u d i e s r e v i e w e d a b o v e
h a v e i n f l u e n c e d t h e d e v e l o pm e n t o f a c c e p t a b l e , m o r e u n i f o r m s t a n d a r d s f o r t h e r o u t i n e
c u l t u ri n g a n d t e s t i n g w i th C . d u b i a , w h i c h i n t u r n h a v e h e l p e d t o r e d u c e t e m p o r a l
v a ri a t i o n s i n t h e h e a l t h o f C . d u b i a .
I n t e r l a b o r a t o r v V a r i a b i l i t v
O n e o f t h e e a r l i e s t s t u d i e s o n i n t e r l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y w a s p u b l i sh e d i n 19 8 5 .
T h e G r o t h e a n d K i m e r l e ( 19 85 ) s t u d y d e s c ri b e d i n t h e p r e c e d i n g se c t i o n a l s o e v a l u a t e d
i n t e r l a b o r a t o r y v ar i a b i l i t y . T h e i n t e r l a b o r a t o r y c o e f f i c i e n t o f v a ri a t i o n w a s 3 3% . T h e
a u th o r s c o n c l u d e d t h a t v a ri a b i l i t y b e t w e e n t h e l a b s w a s s i g n i f i c a n t l y g r e a t e r t h a n
w it h i n t h e l a b s (t - t e s t w i t h p = 0 . 0 5 ) . W h e n th i s s t u d y w a s r e - e v a l u a t e d by G r o t he ,
K im e r l e
,
a n d M a l l o c h i n 19 9 0 , t h e c o e f f i c i e n t s o f v ar i a t i o n de t e r m i n e d i n t h e e a r l i e r
s t u dy f e l l w i t h i n t h e a c c e p t e d v a ri a b i l i t y r a n g e o f 2 0 - 4 5% f o r s i m i l a r w h o l e e f f l u e n t
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t e s t m e th o d s . T h i s r a n g e h a d b e e n d e t e r m i n e d fr o m s t u d i e s p u b l i sh e d su b se q u e n t t o
t h e G r o t h e a n d K im e r l e ( 19 8 5 ) s t u d y .
R u e e t a l . ( 19 8 8 ) e x a m i n e d i n t e r l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y i n t h e p e r f o r m a n c e o f
a c u t e (L C 50 a n d E C 50 ) e f fl u e n t t o x i c i t y t e s t s c o n d u c t e d b y d i f fe r e n t l a b o r a t o r i e s . O n l y
o n e l a b o r a t o r y w a s i d e n t i f i e d th a t p e r f o r m e d t e s t s w i t h C . d u b i a , s o n o c o n c l u s i o n s
a b o u t i n t e r l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y o n C . d u b i a c o u l d b e d r a w n fr o m t h i s s t u dy .
H o w e v e r
,
7 9% o f th e t e s t s w i t h D . m a g n a w e r e f o u n d t o ha v e i n t e r l a b o r a t o r y
c o e f f i c i e n t s o f v a r i a t i o n < 4 0% (R u e e t a l . , 19 8 8 ) . T h e a u t h o r s c o n c l u d e d th a t t he
c o e f fi c i e n t s o f v ar i a t i o n f o r t h e s e e f fl u e n t t o x i c i t y t e s t s w e r e c o m p a r a b l e t o t h o s e
p u b l i s h e d f o r an a l y t i c a l c h e m i c a l m e th o d s , b u t m a y n o t b e r e p r e s e n t a t i v e o f a l l a c u t e
o r c h r o n i c t o x i c i t y t e s t m e th o d s a n d c o m p l e x c h e m i c a l m i x t u r e s (R u e e t a l . , 19 8 8) .
I n 19 8 9
,
tw o s t u d i e s w e r e p u b l i sh e d th a t a d d r e s s e d i n t e r l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y
i s s u e s w i t h C . d u b i a . O n e a s p e c t o f a s t u d y b y B e l a n g e r ( 19 8 9 ) l o o k e d a t t h e e f fe c t s
o f p o p u l a t i o n s o u r c e o n a c u t e c o p p e r t o x i c i t y t o C . d u b i a . B e l a n g e r o bt a i n e d th r e e
p o p u l a t i o n s o f C d u b i a fr o m d i f fe r e n t l a b o r a t o r i e s , c u l t u r e d th e m i n l a b o r a t o r y w at e r
a n d f o i m d n o d i f f e r e n c e s i n t h e i r s e n s i t i v i t y t o c o p p e r . T he a c u t e 4 8 h o u r L C j q r an g e d
f r o m 2 1 t o 2 7 /x g/ l c o p p e r a n d r e p l i c a t e t e s t s w e r e w i t h i n a f a c t o r o f 1. 4 7 , 1 . 2 5 , a n d
1 . 3 9 f o r e a c h p o p u l a t i o n .
T h e E PR I s t u d y d e s c r i b e d i n t h e p r e v i o u s s e c t i o n a l s o e v a l u a t e d i n t e r l a b o r a t o r y
v a r i a b i l i t y i n s e v e r a l w a y s . W i t h th e e x c l u s i o n o f l e s s t h a n a n d gr e a t e r t h a n L C j g a n d
I C 5 0 v a l u e s f o r r e f e r e n c e t o x i c a n t o r p e r c e n t e f fl u e n t c o n c e n t r a t i o n s , t h e m e a n
c o e f fi c i e n t o f v a r i a t i o n f o r s u r v i v a l w a s 2 9 . 8% a n d 2 8 . 9% , r e s p e c t i v e l y f o r t h e e i g h t
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t e s t m a t e ri a l s t e s t e d i n t h e e l e v e n l a b o r a t o ri e s . I f a s i n g l e l e s s t h an a n d g r e a t e r t h a n
L C 50 a i i d I C 50 v a l u e w a s i n c l u d e d , t h e C . V .
'
s r o s e t o 3 7 . 9% an d 3 7 . 8% , a n d w i th m o r e
t h a n o n e l e s s t h a n a n d g r e a t e r t h a n L C 50 a n d I C 50 v a l u e , t h e C . V .
'
s d r o p p e d t o 3 0 . 8%
f o r s u r v i v a l a n d r o s e t o 3 9 . 0% f o r r e p r o d u c t i o n . T h e a u t h o r s o f t h i s s t u d y c o m p a r e d
t h e s e r e s u l t s t o a n o t h e r s t u d y th e y c o n d u c t e d o n t h e p r e c i s i o n o f t h e s e v e n - d a y f a t h e a d
m i n n o w t e s t . T h e y d e t e r m i n e d t h a t t h e C . V
'
s f o r s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n i n t h e C .
d u b i a s t u d y w e r e v e r y s im i l a r t o t h o s e i n t h e f a t h e a d m i n n o w s t u d y ( 3 3 . 3% f o r L C 5 0
v a l u e s a n d 4 4 . 3% f o r I C 5 0 v a l u e s ) .
Wa r r e n - H i c k s a n d P a r k h u r s t ( 19 92 ) d i s c u s s e d th e im p l i c a t i o n s t h a t v a ri a b i l i t y i n
t h e p e r f o r m a n c e o f e f fl u e n t t o x i c i t y t e s t s h a s f o r r e gu l a t o r y po l i c y , e sp e c i a l l y t h e
N P D E S p r o g r a m . T h e y s t a t e t h a t t h e l a r g e s t c o m p o n e n t o f v a ri a b i l i t y a s s o c i a t e d w it h
t o x i c i t y t e s t m e a s u r e m e n t s i s i n t e r l a b o r at o r y d i f f e r e n c e s i n t h e e n d p o i n t t h a t t h e t e s t
m e a s v i r e s . Gr e a t e r c o n f i d e n c e i n t o x i c i t y t e s t r e s u l t s a r e a t t a i n e d w h e n m u l t i p l e
l a b o r a t o ri e s c a n r e a c h t h e s a m e c o n c l u s i o n w i t h du p l i c a t e s a m p l e s . H o w e v e r , m u l t i p l e
l a b o r a t o ri e s ar e n o t u s u a l l y u t i l i z e d w h e n e f f l u e n t s a m p l e s a r e a n a l y z e d .
I n t r a l a b o r a t o r y v a ri a b i l i t y i s a l s o a c o n c e r n o f t o x i c i t y t e s t v ari a b i l i t y , b u t i t i s
t y p i c a l l y sm a l l e r t h a n a n d c a n b e u s e d t o a p p r o x i m a t e i n t e r l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y
(Wa r r e n - H i c k s a n d P a r k h u r s t , 19 9 2 ) . In t h e N P D E S p r o g r a m , t o x i c i t y l im i t s a r e s e t a s
d i s c r e t e l im i t s i n s u r v i v a l a n d o r s o m e s u b l e t h a l e f f e c t s u c h a s r e p r o d u c t i o n
im p a i r m e n t , t h a t m u s t b e m e t i n a s i n g l e e f f l u e n t c o n c e n t r a t i o n . T h u s , W a r r e n - H i c k s
a n d Pa r kh u r s t ( 19 9 2 ) s t a t e d th a t t h e t y p e s o f v a ri a b i l i t y o f c o n c e r n i n th e i n t e r p r e t a t i o n
o f N P D E S t e s t r e s u l t s a r e t h o s e i n s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n a t s i n g l e c o n c e n t r a t i o n s
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a n d n o t t h e v a ri a b i l i t y i n L C j o , E C so , o r I C 5 0 de ri v e d fr o m t e s t s w i t h m u l t i p l e , s e ri a l
c o n c e n t r a t i o n s . I n f a c t
,
t h e v a ri a b i l i t y i n t h e L C 5 0 i s m u c h s m a l l e r t h a n t h a t f o r
s u r v i v a l
,
w h i c h i s a f u n c t i o n o f t e s t s o l u t i o n t o x i c i t y . A s o l u t i o n t h a t i s h i g h l y t o x i c
w i l l k i l l m o s t i f n o t a l l o r g a n i s m s w h i l e a s o l u t i o n t h a t i s l o w i n t o x i c i t y w i l l h a v e n o
e f f e c t o n t h e t e s t o r g a n i s m s . T h e r e f o r e , t h e r a n ge o f s u r v i v a l h a s t h e p o t e n t i a l t o b e
v e r y l a r ge , p o s s i b l y 0 - 10 0% , b u t t h e v ar i a b i l i t y w i l l be sm a l l a t t he s e t w o e x t r e m e s .
G r e a t e r v ari a b i l i t y w i l l o c c u r a t t h e i n t e r m e d i a t e l e v e l s o f t o x i c i t y , a n d t hi s i s w h a t
W a r r e n - H i c k s a n d P a r k h u r s t a t t e m p t e d t o d e t e r m i n e i n t h i s s t u d y .
Wa r r e n - H i c k s a n d P a r k h u r s t ( 19 9 2 ) a n a l y z e d th e t h r e e d a t a s e t s a s e x am p l e s o f
g o o d w h o l e e f fl u e n t r o u n d - r o b i n t e s t s , o n e o f w h i c h w a s th e D e G r a e v e e t a l . ( 19 9 2 )
s e v e n - d a y C . d u b i a t e s t . T h e y u s e d t w o a p p r o a c h e s t o a n a l y z e v a ri a b i l i t y i n s u r v i v a l .
O n e a p p r o a c h i n v o l v e d c a l c u l a t i n g th e m e a n a n d r a n g e o f p e r c e n t s u r v i v a l a t e a c h t e s t
c o n c e n t r a t i o n fr o m t h e i n d i v i d u a l t e s t d a t a fo r e a c h l a b o r a t o r y . T h e s e c o n d a p p r o a c h
u s e d a l o g i s t i c r e gr e s s i o n m o d e l p r e d i c t i n g s u r v i v a l a s a fi u i c t i o n o f t e s t c o n c e n t r a t i o n .
T h e a u t h o r s f o u n d th a t p e r c e n t s u r v i v a l d i d i n d e e d h a v e a l a r g e r a n g e b e t w e e n
l a b o r a t o ri e s
,
r a n g i n g fr o m 0 - 10 0% . I n g e n e r a l , t h e v a ri a t i o n s i n s u r v i v a l w e r e t he
l o w e s t a t t h e t w o e x t r e m e c o n c e n t r a t i o n s a n d h i gh e s t a t t h e i n t e r m e d i a t e t o x i c i t y l e v e l s .
T h e l o g i s t i c m o d e l fi t w e l l t o t h e d a t a s e t , b u t i t s a b i l i t y t o p r e d i c t t h e p e r c e n t a g e o f
s u r v i v a l a t a n y o n e e f fl u e n t c o n c e n t r a t i o n w a s v e r y l o w d u e t o t h e l a r g e s c a t t e ri n g o f
t h e i n d e p e n d e n t s u r v i v a l m e a s u r e m e n t s i n t h e d a t a s e t (W a r r e n - H i c k s a n d P a r k h u r s t ,
19 9 2 ) . T h e l a r g e v a ri a b i l i t y i n s u r v i v a l h a s a n i mp a c t o n t h e l u n i t s s e t b y a n N PD E S
p e r m i t s i n c e p e r m i t l im i t s a r e u s u a l l y s e t a t o r n e a r a n i n t e r m e d i a t e t o x i c i t y l e v e l . T h e
I g
l a r g e v a r i a b i l i t y i n s u r v i v a l i n c r e a s e s t h e p r o b a b i l i t y t h a t a v i o l a t i o n o f t h e p e r m i t w i l l
o c c u r d u e t o f a c t o r s o t h e r t h an t o x i c i t y {e . g . , t e s t o r g a n i sm se n s i t i v i t y ), s i n c e i t i s
d i f f i c u l t t o p r e d i c t h o w a t e s t o r g a n i sm w i l l r e sp o n d t o a sp e c i fi c t e s t c o n c e n t r a t i o n ,
e v e n u n d e r c o n t r o l l e d r o u n d - r o b i n t e s t c o n d i t i o n s (W a r r e n - H i c k s a n d P a r kh u r s t , 19 9 2 ) .
P a r k h u r s t
,
W a r r e n - H i c k s
,
a n d N o e l ( 1 9 92 ) s u mm a r i z e d a n d e v a l u a t e d a l l o f t h e
a v a i l a b l e p u b l i s h e d a n d u n p u b l i s h e d d a t a fi
-
o m i n t r a - a n d i n t e r l a b o r a t o r y s t u d i e s o n t h e
v a r i a b i l i t y o f a c u t e a n d c h r o n i c e f fl u e n t t o x i c i t y t e s t s f o r s i n g l e c h e m i c a l s a n d
e f fl u e n t s . T h e y i d e n t i fi e d 2 3 r e p o r t s , fi v e o f w h i c h i n c l u d e d a c u t e a n d c hr o n i c , s i n g l e
c h e m i c a l a n d e f fl u e n t t e s t d a t a w i t h C . d u b i a . T h e y e v a l u a t e d s t u d i e s w i t h r e s p e c t t o
r o u n d - r o b i n s t u d i e s v e r s u s o t h e r i n t e r l a b o r a t o r y s t u d i e s , fl o w - t h r o u g h v e r s u s s t a t i c ,
c h a n g e s i n t e s t p r o t o c o l s , v a r i a b i l i t y o f v a r i o u s t e s t c a t e g o r i e s , a n d s i n g l e c o n c e n t r a t i o n
v e r s u s s e r i a l d i l u t i o n t e s t s . O n l y o n e a c u t e i n t r a l a b o r a t o r y t e s t w i t h e f fl u e n t w a s
i d e n t i fi e d f o r C . d u b i a w i t h a n L C j q o f 2 6% e f fl u e n t . O n e i n t r a l a b o r a t o r y c h r o n i c t e s t
(N O E C , L C 50 , I C 5 0 , o r E C 5 0 v a l u e s ) w i t h e f fl u e n t s w a s i d e n t i fi e d a s h a v i n g a r a n g e o f
C . V . ' s f r o m 0 t o 2 0% . T w o c hr o n i c i n t e r l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y s t u d i e s w i t h s i n g l e
c h e m i c a l s w e r e i d e n t i fi e d f o r C . d u b i a . T h e C . V .
'
s f o r t h e s e t w o s t u d i e s r a n g e d f r o m
1 - 1 Wo
,
a n d th e m e a n t o x i c i t y v a l u e s (L C j o , I C j q , o r E C 50 ) f o r o n e c h e m i c a l r a n g e d
b e t w e e n 9 6 0 a n d 1
,
7 7 0 mg / 1 (N a C l ) ; f o r t h e s e c o n d c h e m i c a l v a l u e s r an g e d b e tw e e n
0 . 0 2 9 6 a n d 0 . 0 4 9 8 mg / 1 p o t a s s i u m d i c h r o m a t e (PD C ). T h e r a n g e o f c h r o n i c N O E C
v a l u e s f o r o n e o f t h e t w o s t u d i e s w a s 5 3 0 - 15 0 0 mg / 1 a n d < 0 . 0 16 - 0 . 04 mg /1. O n e
c h r o n i c i n t e r l a b o r a t o r y s t u dy w i t h e f fl u e n t (L C 50 , I C 50 , o r E C 5 0 v a l u e s) p r o d u c e d C . V .
'
s
o f 0 - 83% , w i t h a m e a n o f 3 5 . 6% . M e a n N O E C v a l u e s f o r t h i s s a m e s t u d y w e r e 2 -
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10 0 % e f fl u e n t .
P a r k h i i r s t
,
W a r r e n - H i c k s
,
a n d N o e l ( 19 9 2) e x p l a i n e d t h a t t h e y w e r e u n c e r ta i n i f
r o u n d - r o b i n t e s t s p r o v i d e d b e t t e r e s t im a t e s o f i n t e r l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y t h a n o t h e r
t y p e s o f t e s t s . T h e y a s s e r t e d th a t w h e n i n t e r l a b o r a t o r y s t u d i e s w e r e w e l l c o n d u c t e d
t h e y p r o v i d e d t r u e e s t im a t e s o f t h e i n h e r e n t v a r i a b i l i t y o f t h e t e s t s . T h i s i s i n c o n t r a s t
t o n o n - r o u n d - r o b i n t e s t s t h a t p r o v i d e a
"
r e a l - w o r l d " v a r i a b i l i t y t h a t m i gh t b e e x p e c t e d
du r i n g r o u t i n e t o x i c i t y t e s t i n g . M o s t o f t h e d a t a e v a l u a t e d i n t h i s r e p o r t w a s b a s e d o n
s t a t i c o r s t a t i c - r e n e w a l t y p e t e s t s , n o t fl o w - t h r o u gh . A s t a t i c - r e n e w a l t e s t i s s im i l a r t o
t h e s t a t i c t e s t d e s c r i b e d e a r l i e r , b u t t h e t e s t s o l u t i o n a n d th e c o n t r o l w a t e r a r e
p e r i o d i c a l l y r e n e w e d b y t r a n s f e r r i n g th e t e s t o r g a n i s m s t o fr e s h l y p r e p a r e d s o l u t i o n s o r
b y r e m o v i n g a n d r e p l a c i n g th e m a t e r i a l t o t h e o r i g i n a l c o n t a i n e r (R a n d a n d P e t r o c e l l i ,
19 8 5 ) . F l o w - t h r o u gh t e s t s a r e t h o s e w h e r e t h e t e s t s o l u t i o n s a n d th e c o n t r o l s w a t e r s
fl o w i n t o a n d o u t o f t h e c h a m b e r s i n w h i c h t he t e s t o r g a n i s m s a r e m a i n t a i n e d (R a n d
a n d P e t r o c e l l i
,
19 8 5) . I t w a s e x p e c t e d th a t t h e v a r i a b i l i t y o f fl o w - t h r o u g h w o u l d be
s im i l a r t o t h a t o f s t a t i c t e s t s . Pr o t o c o l v a r i a t i o n s w e r e sm a l l
,
b a s e d o n t h e l im i t e d
i n f o r m a t i o n o b t a i n e d s i n c e t h e 19 8 9 E PA m e tho d s w e r e p u b l i sh e d a n d im p l e m e n t e d .
O v e r a l l , t h e s e a u t h o r s c o n c l u d e d th a t t he m e a n C . V .
'
s f o r i n t r a l a bo r a t o r y s t u d i e s w e r e
g e n e r a l l y sm a l l e r t h a n t h o s e f o r i n t e r l a b o r a t o r y s t u d i e s ; i n t r a - a n d i n t e r l a b o r a t o r y
C . V .
'
s f o r c hr o n i c t e s t s w e r e sm a l l e r t h a n th o s e fr o m a c u t e t e s t s ; a n d C . V .
'
s f r o m
s i n g l e c h e m i c a l t e st s w e r e l a r g e r t h a n t h o s e f r o m e f fl u e n t s . B e c a u s e o f t h e l im i t e d
n o n - r o i m d - r o b i n d a t a a v a i l a b l e
,
t h e c a u s e s o f t h e s e d i f f e r e n c e s i n C . V .
'
s i s u n k n o w n a t
t h i s t im e .
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R R e s e a r c h O b j e c t i v e s
O n e a s p e c t o f l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y t h a t h a s n o t b e e n e x t e n s i v e l y e x p l o r e d i s
t h a t o f p o p u l a t i o n . O n l y o n e s t u d y w a s i d e n t i f i e d th a t s p e c i f i c a l l y a d d r e s s e d
p o p u l a t i o n s o u r c e a s a p o s s i b l e c a u s e o f i n t e r l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y . B e l a n g e r ( 19 8 9 )
o b t a i n e d C . d u b i a p o p u l at i o n s f r o m t h r e e d i f f e r e n t E P A l a b o r a t o r i e s , c o n d u c t e d a n
a c u t e s t u d y w i t h th e t h r e e p o p u l a t i o n s o f C . d u b i a i n l a b o r a t o r y w a t e r , a n d c o n c l u d e d
th a t th e r e w a s n o d i f f e r e n c e i n t h e i r s e n s i t i v i t y t o c o p p e r . T y p i c a l l y , a l a b o r a t o r y
m a i n t a i n s i t s o w n d i l u t i o n w a t e r
,
f o o d
,
a n d p o p u l a t i o n o r c l o n e o f C . d u b i a .
V a r i a b i l i t y i n t h e pe r f o r m a n c e o f t h e N o r t h C a r o l i n a C e r i o da p h n i a M i n i - Ch r o n i c
P a s s /F a i l T o x i c i t y T e s t u s i n g w h o l e w a s t e w a t e r e f f l u e n t w a s t h e f o c u s o f t h i s r e s e ar c h
p r o j e c t . Sp e c i f i c a l l y , I w a s i n t e r e s t e d i n a s c e r t a i n i n g w h e th e r d i f f e r e n t p o p u l a t i o n s ( o r
c l o n e s ) o f C d u b i a w e r e a s i g n i fi c a n t f a c t o r a c c o u n t i n g f o r v a r i a b i l i t y i n t h e o u t c o m e
o f c h r o n i c b i o a s s a y s , h o l d i n g a l l o t h e r a s p e c t s o f t h e t e s t (f o o d a n d d i l u t i o n w a t e r )
c o n s t a n t . T h e o bj e c t i v e s o f t h i s e x p e r im e n t w e r e :
T o c o m p a r e s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n w i t hi n a n d b e t w e e n t hr e e C d u b i a
p o p u l a t i o n s c u l t u r e d i n w h o l e w a s t e w a t e r e f f l u e n t , d i l u t e d m in e r a l w a t e r
(D M W) , a n d w h o l e w a s t e w a t e r e f f l u e n t s p i k e d w it h c o p p e r .
n . M A T E R I A L S A N D M E T H O D S
A . C u l t u r e M a i n t e n a n c e
I n M a r c h a n d A p r i l o f 19 9 3 , p o p u l a t i o n s o f C e r i o d ap h n i a d u b i a (C . d u b i d )
w e r e o b t a i n e d f r o m th r e e l a b o r a t o r i e s w i t h e s t a b l i s h e d C . d u b i a l i n e a g e s (3 - 5 y e a r s )
w i t h i n a n d o u t s i d e N o r t h C a r o l i n a . E a c h l a b o r a t o r y p o p u l a t i o n w a s r a n d o m l y a s s i g n e d
a n i d e n t i fi c a t i o n n u m b e r , o n e , tw o , o r t hr e e . T h i s i s h o w t h e p o p u l a t i o n s w i l l b e
r e fe r r e d t o t h r o u g h o u t t h i s r e p o r t . I n d i v i d u a l a n d m a s s c u l t u r e s f o r e a c h s o u r c e w e r e
s t a r t e d a n d m a i n t a i n e d a c c o r d i n g t o gu i d e l i n e s s e t f o r t h i n
" Sh o r t T e r m M e t h o d s f o r
E s t im a t i n g th e C h r o n i c T o x i c i t y o f E f fl u e n t a n d R e c e i v i n g Wa t e r s t o F r e s h w a t e r
O r g a n i s m s
"
(E P A 19 8 5 , 19 89 ) . M o d i fi c a t i o n s t o t h e s e gu i d e l i n e s w e r e m a de
a c c o r d i n g t o t h e
" N o r t h C a r o l i n a C e r i o da p h n i a C h r o n i c E f fl u e n t B i o a s s a y Pr o c e d u r e
{ C e r i o d a p h n i a M i n i - C h r o n i c Pa s s /F a i l T o x i c i t y T e s t
" ( 19 89 ) . I n d i v i d u a l c u l t u r e s w e r e
m a i n t a i n e d i n o r d e r t o p r o v i d e a c o n s t a n t s o u r c e o f a n i m a l s f o r u s e i n c h r o n i c
b i o a s s a y s . M a s s c u l t u r e s w e r e c o n t i n u o u s l y m a i n t a i n e d t o p r o v i d e a
" b a c k u p
"
r e s e r v o i r o d a n im a l s i n c a s e o f p o o r r e p r o d u c t i v e p e r f o r m a n c e o f C . d u b i a i n t h e
i n d i v i d u a l c u l t u r e s .
F o r in d i v i du a l c u l t u r e s , C . d u b i a w e r e k e p t i n 3 0 m l p l a s t i c c o n d im e n t c u p s
(P l a s t i c s , I n c . ) c o n t a i n i n g 15 m l o f a 10% P e r r i e r ™ a n d 9 0% g l a s s d i s t i l l e d d e i o n i z e d
w a t e r s o l u t i o n . T h i s 10% D M W (d i l u t e d m i n e r a l w a t e r ) w i l l b e r e f e r r e d t o a s D M W
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t hr o u g h o u t t h i s t e c h n i c a l r e p o r t . E v e r y W e d n e s d a y , t w e l v e n e w i n d i v i du a l c u p s w e r e
s t a r t e d f o r e a c h s o u r c e o f C d u b i a w i t h n e o n a t e s t h a t w e r e l e s s t h a n 2 4 h o u r s o l d ,
fr o m a t h i r d o r s u b s e q u e n t b r o o d , a n d w e r e b o m w i t h i n t h e s a m e e i g h t h o u r w i n d o w .
A w i n d o w i s d e fi n e d a s s o m e p e r i o d o f t im e (0 - 8 h o u r s ) d u r i n g w hi c h t h e e m e r g e n c e
o f n e o n a t e s f r o m th e a d u l t i s m o n i t o r e d . C . d u b i a w e r e t r a n s fe r r e d t o 15 m l o f fr e s h
c u l t u r e /d i l u t i o n w a t e r e v e r y F r i d a y a n d M o n d a y . A t t h e t im e o f t r a n s f e r a l l p r o g e n y
w e r e c o u n t e d a n d m o r t a l i t y w a s r e c o r de d . I n m a s s c u l t u r e s , 5 0 C . d u b i a w e r e
m a i n t a i n e d i n 2 0 c m d i am e t e r b o w l s (C a r o l in a B i o l o g i c a l ) c o n t a i n in g 7 5 0 m l o f
c u l t u r e /d i l u t i o n w at e r . M a s s c u l t u r e s w e r e a l s o s t a r t e d o n a We d n e sd a y , b u t w e r e n o t
r e n e w e d u n t i l t h e f o l l o w i n g We dn e s d a y . M a s s c u l t u r e s f o r e a c h s o xu
-
c e c o n t a i n e d a
m i x o f a d u l t s a n d n e o n a t e s . I n d i v i d u a l c u l t u r e s w e r e f e d d a i l y a n d im m e d i a t e l y
f o l l o w i n g t r a n s f e r t o f r e s h c u l t u r e / d i l u t i o n w a t e r . M a s s c u l t u r e s w e r e f e d e v e r y o t h e r
d a y t o p r e s e r v e f o o d s t o c k s a n d m i n im i z e f o u l i n g o f t h e m a s s c u l t u r e b o w l s . D e t a i l s
o f c u l t u r i n g a n d m a i n t e n a n c e p r o c e d u r e s a r e d e s c r i b e d b e l o w .
T h e D MW s o l u t i o n u s e d t o c u l t u r e C . d u b i a i n i n d i v i d u a l a n d m a s s c u l t u r e w a s
p r e p a r e d t w i c e w e e k l y a s d e s c r i b e d i n E PA ( 19 89 ) . D i s t i l l e d w a t e r u s e d t o p r e p ar e t h e
D MW s o l u t i o n w a s o b t a i n e d fr o m a M e g a p u r e S y s t e m D l D e i o n i z e r (C o m i n g
C o r p o r at i o n ) a n d a C o m i n g A G I I St i l l (C o m i n g C o r p o r a t i o n ) o p e r a t e d i n s e r i e s .
F o l l o w i n g p r e p a r a t i o n , t h e D M W s o l u t i o n w a s c o n t i n u o u s l y a e r a t e d f o r 2 4 h o u r s w i t h
z e r o g r a d e c o m p r e s s e d a i r . T h e a e r a t i o n r e m o v e d c a r b o n a t i o n a n d e q u i l i b r a t e d t he
s o l u t i o n w i t h t h e a t m o s p h e r e . P r i o r t o t h e u s e o f t h e s o l u t i o n , t h e f o l l o w i n g p h y s i c a l
a n d c h e m i c a l p a r a m e t e r s w e r e m e a s u r e d : c o n d u c t i v i t y , p H , t e m p e r a t u r e , d i s s o l v e d
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o x y g e n , a l k a l i n i t y , a n d h a r d n e s s ( a s C a CO j ) .
C . d u b i a i n b o t h i n d i v i du a l a n d m a s s c v i l t u r e s w e r e f e d a m i x t u r e o f y e a s t ,
c e r e a l l e a v e s
,
a n d t r o u t c h o w (Y C T ) a n d t h e a l g a Se l e n a s t r u m c a p r i c o m u t u m . T h e
Y C T m i x t u r e w a s p r e p a r e d a s d e s c r i b e d i n E P A ( 19 8 9) . T h e c o n s t i t u e n t s o f t h e Y C T
w e r e o bt a i n e d fr o m t h e fo l l o w i n g so u r c e s : y e a s t (F l e i s c hm a n n
'
s B r a n d) , c e r e a l l e a v e s
( Si gm a C h em i c a l C o mp a n y ) , a n d t r o u t c h o w (C a r o l i n a B i o l o g i c a l ) . A ft e r p r e p a r a t i o n ,
t h e Y C T w a s p l a c e d i n 12 5 m l N a l ge n e
™ b o t t l e s a n d fr o z e n u n t i l i t w a s n e e d e d .
Se l e n a s t r u m c a p r i c o m u t u m c u l t u r e s w e r e s t a r t e d fr o m s l an t s o bt a i n e d fr o m th e
c o l l e c t i o n a t t h e U n i v e r s i t y o f T e x a s i n A u s t i n (U T E X 16 3 8 ). A l g a gr o w th m e d i u m
(W o o d s H o l e M a r i n e B i o l o g i c a l L a b o r a t o r y - M B L m e d i a ) w a s p r e p a r e d b y a d d i n g
o n e m i l l i l i t e r o f t h e r e q u i r e d m a c r o - a n d m i c r o - s t o c k n u t r i e n t s (G o u l d e n a n d H e n r y ,
19 8 3) t o 9 0 0 m l o f d i s t i l l e d w a t e r a n d d i l u t i n g t o 10 0 0 m l i n a v o l u m e t r i c f la s k . A ft e r
m i x i n g th o r o u g h l y , t h e m e d i u m w a s t r a n s f e r r e d t o a 10 0 0 m l a m b e r g l a s s c o n t a i n e r
a n d a u t o c l a v e d a t 12 1 ° C f o r o n e h o u r i n a n A m e r i c a n St e r i l i z e r C o mp a n y a u t o c l a v e .
I m m e d i a t e l y p r i o r t o m e d i a u s e , o n e m i l l i l i t e r o f v it a m i n m i x t u r e (G o u l d e n a n d H e n r y ,
19 83 ) w a s a d d e d t o t he 10 0 0 m l o f a l ga m e d i a a n d m i x e d th o r o u g h l y . O n e - h u n d r e d
m i l l i l i t e r s o f v i t a m i n - e n r i c h e d a l g a m e d i a w a s d i s t r i b u t e d i n t o e a c h o f s i x 2 5 0 m l
s t e r i l i z e d E r l e n m e y e r f l a s k s a n d i n o c u l a t e d w i t h 0 . 1 m l o f S . c a p r i c o m u t u m fr o m t h e
s l a n t u s i n g a s t e r i l i z e d i n o c u l a t i n g l o o p (E P A , 19 8 9) . O n c e a c u l t u r e o f S .
c a p r i c o m u t u m w a s e s t a b l i s h e d i n t h e l a b o r a t o r y , n e w c u l t u r e s w e r e i n i t i a t e d fr o m
c o n c e n t r a t e d s t o c k s o l u t i o n s u s e d t o m ak e u p th e f e e d i n g s t o c k , d e s c r i b e d b e l o w .
St e r i l e t e c h n i q u e w a s u s e d du r i n g f l a s k i n o c u l a t i o n . A ft e r i n o c u l a t i o n , t h e fl a s k s w e r e
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s t o p p e r e d w i th s t e ri l e c h e e s e c l o t h w r a p p e d c o t t o n a n d p l a c e d o n a G I O G y r o t o r y
Sh a k e r T a b l e (N e w B r u n s w i c k S c i e n t i f i c ) a n d s e t a t a l o w s p e e d ( 1 30 r pm ) t o a v o i d
c e l l d a m a g e . T h e fl a s k s w e r e c o n t i n u o u s l y i l l u m i n a t e d w i th C o o l Wh i t e fl u o r e s c e n t
l i g h t s w i t h a l i g h t i n t e n s i t y o f a p p r o x im a t e l y 1 50 f o o t c a n d l e s . A l g a e w e r e g r o w n f o r
o n e w e e k a n d w e r e h a r v e s t e d w h e n th e fl a s k s t u r n e d v i s i b l y g r e e n .
I n t h e fi r s t s t e p o f t h e h a r v e s t i n g p r o c e s s , t h e c o n t e n t s o f t h e s ix E r l e n m e y e r
fl a s k s w e r e c o m b i n e d a n d m i x e d g e n t l y i n a 10 0 0 m l E r l e n m e y e r fl a sk . T h i s
c o m b i n e d v o l u m e o f a l g a e w a s e v e n l y d i s t r i b u t e d in t o 5 0 m l P y r e x g l a s s c e n t ri f u g e
t u b e s w i t h t h e r e m a i n d e r s e t a s i d e t o d e t e r m i n e a l g a l c e l l c o n c e n t r a t i o n . T h e t u b e s
c o n t a i n i n g a l g a e w e r e c e n t r i f u g e d i n a M o d e l U V I n t e r n a t i o n a l C e n t ri f u g e
(I n t e r n a t i o n a l E q u i p m e n t C o m p a n y ) a t a p p r o x im a t e l y 14 0 0 r pm f o r 3 0 m i n u t e s . A f t e r
3 0 m i n u t e s t h e t u b e s w e r e c o l l e c t e d f r o m t h e c e n t r i f u g e a n d t h e s u p e r n a t a n t w a s
d i s c a r d e d l e a v i n g a p e l l e t o f a l g a l c e l l s a t t h e b o t t o m o f e a c h t u be . A l g a l c e i l s f r o m
a l l t h e t u b e s w e r e t h e n ri n s e d i n t o t w o t u b e s a n d r e - s u s p e n d e d w i th a sm a l l v o l u m e o f
D M W so l u t i o n . T h e s e tw o t u b e s w e r e c e n t r i f u g e d a g a i n a t a p p r o x i m a t e l y 14 0 0 r pm
f o r 2 0 m i n u t e s a n d t h e s u p e r n a t a n t w a s d i s c a r d e d . T h e a l g a l c e l l s w e r e r i n s e d i n t o o n e
o f t h e t w o r e m a i n i n g t u b e s a n d r e - s u sp e n d e d w i th 3 0 m l o f D M W s o l u t i o n . T h e 3 0
m l w e r e t r an s f e r r e d t o a 5 0 m l E r l e n m e y e r fl a s k a n d t h e r e m a i n i n g t u be w a s
c o m p l e t e l y ri n s e d w i t h 10 m l o f D MW i n t o t h e 5 0 m l fl a s k . T h e 4 0 m l o f a l g a l c e l l
c o n c e n t r a t e w a s u s e d t o m a k e u p S. c a p r i c o r n u t u m f o o d s t o c k s f o r t h e i n d i v i d u a l a n d
m a s s c u l t u r e s . A l g a l c o n c e n t r a t e w a s s t o r e d i n a d a r k 4
' ' C r e f r i g e r a t o r u n t i l i t w a s
n e e d e d .
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T h e a l g a l c e l l c o n c e n t r a t i o n w a s d e t e r m i n e d b y c h a r g i n g t w o c h a m b e r s o f a
B ri g h t - L i n e H em a c y t o m e t e r (A m e ri c an O p t i c a l ) w i t h s a m p le s fr o m t h e c o m b in e d
v o l u m e o f a l g a e c o n t a i n e d i n t h e 10 0 0 m l E ri e n m e y e r f l a s k . A ft e r a l l o w i n g t h e c e l l s
t o s e t t l e (4 - 5 m in u t e s ) i n t h e h e m a c y t o m e t e r , t h e n u m b e r o f a l g a l c e l l s i n t e n r e p l i c a t e
s qu a r e s (5 s qu a r e s p e r c h am b e r ) w e r e c o u n t e d . T h i s s t e p w a s r e p e a t e d t w i c e m o r e f o r
a t o t a l o f 3 0 s q u a r e s . T h e c o i m t s o f t h e 3 0 s q u a r e s w e r e a v e r a g e d t o g e t h e r t o
d e t e r m i n e t h e a v e r a g e c e l l c o n c e n t r a t i o n w i t h i n t h e h a r v e s t e d c u l t u r e . T h i s a v e r a g e
w a s m u l t i p l i e d b y 2 . 5 x 10
'
a n d v o l u m e c e n t r i fu g e d t o g e t t h e t o t a l n u m b e r o f c e l l s i n
t h e v o l u m e c e n t ri f u g e d . T h e t o t a l n u m b e r o f c e l l s w a s d i v i d e d b y 4 0 (th e v o l u m e o f
t h e a l g a c o n c e n t r a t e ) t o d e t e r m i n e t h e c e l l d e n s i t y o f t h e c o n c e n t r a t e . T h e
r e c o m m e n d e d c e l l d e n s i t y f o r f e e d i n g i s 1 . 7 1 x 10
'
c e l l s (N C D E M 1 9 8 9) . T h e
r e c o m m e n d e d c e l l d e n s i t y w a s d i v i d e d b y t h e c e l l d e n s i t y o f t h e h a r v e s t e d a l g a e t o g e t
a r a t i o . T h i s r a t i o w a s m u l t i p l i e d b y 100 t o d e t e r m i n e t h e v o l u m e o f c o n c e n t r a t e
n e e d e d t o m a k e u p 10 0 m l o f f e e d i n g s t o c k .
E a c h 1 5 m l c u p o f t e s t s o l u t i o n a n d C d u b i a w a s f e d 50 n \ o f Y CT a n d 5 0 /x l
o f 5 . c a p r i c o r n u t u m (N C D EM 19 8 9 ) u s in g a N i c h i r y o 2 0 0 n \ m i c r o p i p e t t e r . E a c h
m a s s c u l t u r e d i s h w a s f e d 3 . 3 m l o f Y CT a n d a l g a e o n a We dn e s d a y , T h u r sd a y ,
Sa t u r d a y , an d M o n da y s c h e d u l e . T h e c o n c e n t r a t i o n o f S . c a p r i c o r n u t u m g i v e n t o b o th
i n d i v i d u a l a n d m a s s c u l t u r e s w a s a p p r o x i m a t e l y 5 . 7 x 10
*
c e l l s /m l . I t w a s de t e r m i n e d
o v e r t h e c o u r s e o f c u l t u r i n g a n d t e s t i n g C . d u b i a t h a t t h e t i m i n g o f f o o d d e l i v e r y t o
t h e n e o n a t e s h a d a d i r e c t a f f e c t o n t h e i r s u r v i v a l
,
e s p e c i a l l y w h e n t r a n s fe r r i n g t h e m t o
s o l u t i o n s c o n t a i n i n g t o x i c a n t s . I t w a s im p o r t a n t t h a t e a c h p o p u l a t i o n b e f e d
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im m e d i a t e l y f o l l o w i n g th e i r t r a n s f e r t o fr e s h c u l t u r e /d i l u t i o n w a t e r o r t e s t s o l u t i o n .
T e m p e r a t u r e a n d p h o t o p e r i o d w e r e c a r e fu l l y m o n i t o r e d f o r b o t h i n d i v i d u a l a n d
m a s s c u l t u r e s . I n d i v i d u a l c u l t u r e s w e r e i n c u b a t e d i n a P r e c i s i o n D u ed P r o g r am
I l l u m i n a t e d I n c u b a t o r (C G A C o r p o r a t i o n ) m a i n t a i n e d a t 2 5 + / - 1
° C . M a s s c u l t u r e s
w e r e i n a c u l t u r e r o o m m a i n t a i n e d a t t h e s a m e t e m p e r a t u r e a s t h e i n d i v i d u a l c u l t u r e s .
B o t h i n d i v idu a l an d m a s s c u l t u r e s w e r e i l l u m i n a t e d w i th C o o l Wh i t e f l u o r e s c e n t l i g h t s
o n a 16 h o u r l i g h t , 8 h o u r dar k p h o t o p e r i o d r e gu l a t e d b y a u t o m a t i c t im in g d e v i c e s .
L i gh t i n t e n s i t y i n t h e i n c u b a t o r w a s a p p r o x im a t e l y 6 0 f o o t c a n d l e s a n d i n t h e c u l t u r e
r o o m i t w a s a p p r o x im a t e l y 3 0 f o o t c a n d l e s .
O n t h e d a y b e f o r e a n e w i n d i v i du a l c u l t u r e w a s i n i t i a t e d , a d u l t C . d u b i a w e r e
m o n i t o r e d i n s e v e r a l e i g h t h o u r w i n d o w s . A w i n do w i s d e f i n e d a s s o m e p e r i o d o f
t im e (0 - 8 h o u r s ) d u r i n g w h i c h th e e m e r g e n c e o f n e o n a t e s f r o m th e a d u l t i s m o n i t o r e d .
A l l n e o n a t e s fr o m a th i r d o r s u b s e q u e n t b r o o d th a t w e r e b o m w it h i n t h e s a m e e i gh t
h o u r w in d o w w e r e p l a c e d i n a b e a k e r c o n t a i n i n g 5 0 m l o f D M W. B e fo r e t h e
e m e r g i n g n e o n a t e s w e r e 2 4 h o u r s o l d , o n e n e o n a t e w a s t r a n s f e r r e d fr o m t h e b e a k e r o f
n e o n a t e s i n t o e a c h o f t h e t w e l v e n e w c u l t u r e c u p s . T h e c o m bi n i n g o f n e o n a t e s i n t o a
b e a k e r b e f o r e t r a n s f e r t o a n e w c u p a l l o w e d f o r t h e r a n d o m s e l e c t i o n o f n e o n a t e s f o r
t h e i n i t i a t i o n o f a n e w c u l t u r e b o a r d . T h i s p r o c e d u r e w a s f o l l o w e d f o r a l l t hr e e
s o u r c e s o f C . d u b i a . O n l y n e o n a t e s t h a t w e r e b o m w i t h i n t he s a m e e i g h t h o u r
w i n d o w
,
w e r e fr o m th i r d o r s u b s e q u e n t b r o o d s t h a t w e r e e i g h t o r l a r g e r i n n u m b e r
w e r e u s e d t o i n i t i a t e n e w i n d i v i d u a l c u l t u r e s . N e o n a t e s n o t u s e d f o r n e w i n d i v i d u a l
c u l t u r e s a n d a du l t s fr o m t h e p r e v i o u s w e e k s i n d i v i d u a l c u l t u r e s w e r e u s e d t o i n i t i a t e
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n e w m a ss c u l t u r e s .
B
i
P r e l im i n a r y E ff l u e n t Sc r e e n i n g E x p e ri m e n t s
l i W h o l e Wa s t e w a t e r E f fl u e n t E x p e r im e n t s
P r e l im i n ar y e f fl u e n t t e s t s w e r e i n i t i a t e d a f t e r ap p r o x im a t e l y fi v e m o n t h s
o f c u l t u r i n g e a c h p o p u l a t i o n o f C . d u b i a i n D MW . T h e p u r p o s e o f t h e w h o l e
w a s t e w a t e r e f fl u e n t t e s t w a s t o d e t e r m i n e i f w a s t e w a t e r e f fl u e n t w a s t o x i c t o
p o p u l a t i o n s o f C d u b i a . W h o l e w a s t e w at er e f fl u e n t w a s s e l e c t e d f o r t h i s s t u d y
b e c a u s e i t r e p r e s e n t s a t r u e e n v i r o i m i e n t a l m e d i a r a t h e r t h a n a c o n t ri v e d m e d i a l i k e
d i l u t e d m i n e r a l w a t e r . T h e h yp o t h e s i s w a s t h a t w h o l e w a s t e w a t e r e f fl u e n t w o u ld c a u s e
p o p u l a t i o n s o f C . d u b i a t o e x h i b i t d e c r e a s e s i n s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n a s c o m p a r e d
t o a D M W c o n t r o l .
T h e e f fl u e n t s e l e c t e d f o r t e s t i n g w a s s u p p l i e d w e e k l y b y th e So u th B xi r l i n g t o n
Wa s t e w a t e r T r e a t m e n t F a c i l i t y l o c a t e d i n B u r l i n g t o n , N o r t h C a r o l i n a . T h i s f a c i l i t y
s u p p l i e d th e w a s t e w a t e r e f fl u e n t b e c a u s e i t h a d r e p o r t e d p e r i o d i c f a i l u r e s o f t h e N o r t h
C a r o l i n a M i n i - C h r o n i c P a s s / F a i l T o x i c i t y T e s t . F o u r l i t e r s o f a 2 4 - h o u r c o m p o s i t e
w a s t e w a t e r s a m p l e w a s c o l l e c t e d a t t h e d i s c h a r g e o u t fa l l o f t h e f a c i l i t y a n d sh i p p e d o n
i c e i n t w o 2 L p l a s t i c j u g s t o t h e U N C - C H l a b o r a t o r y e v e r y We d n e sd a y . Wa s t e w a t e r
f r o m t h e t w o j u g s w a s c o m b i n e d i n a 2 0 L N a l g e n e
™
c o n t a in e r a n d k e p t i n a w a l k - i n
c o o l e r m a i n t a i n e d a t 4 ° C u n t i l a t e s t w a s i n i t i a t e d o r a r e n e w a l w a s m a d e .
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E x p e ri m e n t s w e r e i n i t i a t e d w i th n e o n a t e s fr o m i n d i v i du a l c u l t u r e s o f t h e t h r e e
p o p u l a t i o n s . E a c h C d u b i a a d xxl t w a s m o n i t o r e d f o r 2 4 h o v i r s p ri o r t o t h e s t a r t o f a
t e s t . A l l n e o n a t e s fr o m o n e p o p u l a t i o n t h a t w e r e b o m w i th i n t h e s a m e e i g h t h o u r
w i n d o w w e r e p l a c e d i n a 5 0 m l b e a k e r o f D M W w i th Y C T a n d S . c a p r i c o m u t u m a s
f o o d i m t i l t h e t e s t w a s i n i t i a t e d . T e s t s w e r e s t a r t e d w i t h n e o n a t e s t h a t w e r e l e s s t h a n
2 4 h o u r s o l d
,
w e r e bo m w i th i n t he s a m e e i g h t h o u r w i n do w , a n d w e r e p a r t o f a t h i r d
o r s u b s e q u e n t b r o o d th a t n u m b e r e d e i gh t o r m o r e . T o s t a r t t he t e s t , o n e n e o n a t e w a s
r a n d o m l y se l e c t e d f r o m th e c o m b i n e d p o p u l a t i o n o f n e o n a t e s a n d p i p e t t e d i n t o e a c h o f
t h e t w e l v e c u p s o f t h e D MW c o n t r o l a n d th e t e s t e f f l u e n t (e . g . , 5 0% w a s t e w a t e r ) .
T h i s w a s d o n e f o r e a c h p o p u l a t i o n o f C . d u b i a .
I n i t i a l s c r e e n i n g e x p e r im e n t s w e r e c o n d u c t e d a c c o r d i n g t o t h e N o r t h C a r o l i n a
C e r i o d a p h n i a C h r o n i c E f f l u e n t B i o a s s a y P r o c e d u r e ( 19 89 ) . A n o u t l i n e o f t h i s
p r o c e d u r e i s g i v e n i n A p p e n d i x A . F o o d , t e m p e r a t u r e , a n d p h o t o p e ri o d w e r e
m a i n t a i n e d a s p r e v i o u s l y d e s c ri b e d f o r i n d i v i d u a l c u l t u r e s . T h e s e e x p e ri m e n t s w e r e
c o n d u c t e d t o d e t e r m i n e t h e s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n o f C d u b i a p o p u l a t i o n s a t
d i f fe r e n t c o n c e n t r a t i o n s o f w ho l e w a s t e w a t e r e f Qu e n t c o m p a r e d t o a D M W c o n t r o l .
T h e f i r s t c o n c e n t r a t i o n o f w h o l e e f fl u e n t s e l e c t e d f o r t e s t i n g w a s e q u i v a l e n t t o t h e
i n s t r e a m w a s t e c o n c e n t r a t i o n (I WC ) o f t h e So u t h B u r l i n gt o n f a c i l i t y . T h e
c o n c e n t r a t i o n o f e f fl u e n t t e s t e d i s e q u a l t o t h e p e r m i t t e d d i s c h a r g e v o l u m e m u l t i p l i e d
b y 10 0 , d i v i de d b y th e p e r m i t t e d d i s c h a r g e v o l u m e p l u s t h e 7Q 10 . T h e c o n c e n t r at i o n
o f e f fl u e n t i s a l w a y s g i v e n a s a p e r c e n t . T h e 7Q10 i s d e fi n e d a s t h e l o w e s t a v e r a g e
s e v e n d a y fl o w i n t h e r e c e i v i n g s t r e a m w h i c h h a s a p r o b a b i l it y o f o c c u r ri n g e v e r y t e n
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y e a r s (N C D E M 19 8 9 ) . T h e IWC o f t h e So u t h B u r l i n g t o n f a c i l i t y w a s 6 5% , w h i c h
w a s a dj u s t e d t o 6 0% f o r e a s i e r d i l u t i o n . I n a d d i t i o n , 8 0 , 9 0 , a n d 9 5% w h o l e e f fl u e n t
c o n c e n t r a t i o n s w e r e t e s t e d . H o w e v e r
,
c o m p l e t e t e s t s o f 12 a n im a l s p e r c o n c e n t r a t i o n
w e r e c o m p l e t e d o n l y f o r 6 0 , 9 0 , a n d 9 5% e f l u e n t . I t w a s d e t e r m i n e d fr o m t h e s e
i n i t i a l s c r e e n i n g e x p e r im e n t s t h a t t h i s s o u r c e o f w a s t e w a t e r e f l u e n t w a s n o t
c h r o n i c a l l y t o x i c t o a n y o f t h e C . d u b i a p o p u l a t i o n s a t a n y o f t h e c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d .
I t w a s d e c i d e d t h a t t h e e f f l u e n t s a m p l e s w o u l d b e s p i k e d w i th c o p p e r (a s c o p p e r
n i t r a t e ) a n d t h e c o m b in e d e f e c t s o f e f fl u e n t a n d c o p p e r o n t h e s u r v i v a l a n d
r e p r o d u c t i o n o f t h e t hr e e p o p u l a t i o n s o f C d u b i a w o u l d b e d e t e r m i n e d . C o p p e r w a s
c h o s e n a s a t o x i c a n t b e c a u s e i t fr e q u e n t l y c a u s e s t o x i c i t y p r o b l e m s i n i n d u s t r i a l
w a s t e w a t e r s an d h a d b e e n s t u d i e d p r e v i o u s l y i n t h e U N C - C H l a b o r a t o r y .
2 . Sp i k e d Wa s t e w a t e r E f fl u e n t E x p e r im e n t s
P r e v i o u s e x p e r im e n t s c o n d u c t e d i n t h e U N C - CH l a b o r a t o r y s h o w e d th a t
c o p p e r c a u s e d a d e c r e a s e i n s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n o f C . d u b i a c u l t u r e d i n D MW a t
l e v e l s r a n g i n g b e tw e e n 12 . 5 a n d 2 0 jx gf L c o p p e r . T e s t i n g o f w h o l e w a s t e w a t e r
e f fl u e n t sp i k e d w i t h c o p p e r b e g a n w i t h t h e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n o f c o p p e r t e s t e d i n
p r e v i o u s e x p e ri m e n t s . A D M W c o n t r o l w a s r u n i n c o n j u n c t i o n w i t h e a c h c o p p e r t e s t .
E a c h t e s t w a s c o n d u c t e d a c c o r d i n g t o t h e N o r t h C ar o l i n a C e r i o d a p h n i a Ch r o n i c
B i o a s s a y P r o c e d u r e ( 19 8 9) . T h e c o n c e n t r a t i o n s o f c o p p e r t e s t e d i n w h o l e w a s t e w a t e r
e fl u e n t w e r e 1 0
,
2 0
,
3 0
,
4 0
,
6 0
,
8 0
,
1 0 0
,
1 2 5
,
a n d 1 5 0 ^ g /L i n 5 0 % e fl u e n t . A 5 0 %
3 0
e f fl u e n t c o n c e n t r a t i o n w a s c h o s e n f o r t e s t i n g c o p p e r b e c a u s e i t w a s b e l o w th e IWC
p e r m i t t e d f o r t h e So u th B u r l i n g t o n W a s t e w a t e r T r e a tm e n t F a c i l i t y a n d t h e r e f o r e n o t
l i k e l y t o c a i i s e c hr o n i c t o x i c i t y .
C E x t e n d e d C o p p e r /E f fl u e n t E x p e r im e n t s
T h e g o a l f o r t h e e x t e n d e d c o p p e r / e f fl u e n t e x p e r im e n t s w a s t o t e s t t h r e e
c o n c e n t r a t i o n s o f c o p p e r : o n e t h a t w o u l d h a v e n o e f f e c t o n s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n ,
o n e t h a t w o u l d n o t a f f e c t s u r v i v a l
,
b u t w o u l d a f f e c t r e p r o d u c t i o n , a n d o n e t h a t w o u l d
a f fe c t b o th s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n . B a s e d o n th e r e s u l t s o f t h e p r e l im i n a r y
e x p e r im e n t s w h e r e w h o l e w a s t e w a t e r e f f l u e n t w a s s p i k e d w i t h c o p p e r , t h e f o l l o w in g
c o n c e n t r a t i o n s o f c o p p e r w e r e s e l e c t e d f o r t e s t i n g : 7 0 , 10 0 , a n d 13 5 / i g / L . T h e s e t e s t s
w e r e c o n d u c t e d e x a c t l y l i k e t h e p r e l im i n a r y e x p e r im e n t s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y . A 5 0%
w a s t e w a t e r c o n t r o l a n d a D MW c o n t r o l w e r e r u n i n c o n j u n c t i o n w i t h e a c h c o p p e r t e s t .
A m i n im u m o f t hr e e r e p l i c a t e s o f e a c h c o n c e n t r a t i o n w e r e t e s t e d i n e a c h p o p u l a t i o n o f
C . d u b i a
,
w i t h o n e e x c e p t i o n . T h e r e w e r e s i x r e p l i c a t e s o f t he 13 5 ^ g/ L c o n c e n t r a t i o n .
p . St a t i s t i c a l A n a l v s i s o f E x t e n d e d C o p p e r / E f fl u e n t E x p e r im e n t a l D a t a
T h e i n t r a l a bo r a t o r y c o m p a r i s o n s m a d e w i th i n a n i n d i v i d u a l C . d u b ia p o p u l a t i o n
i n c l u de d : d i f f e r e n c e s i n s u r v i v a l a n d r e p r o du c t i v e p e r f o r m a n c e i n D M W v e r s u s 5 0%
w a s t e w a t e r
,
D MW v e r s u s 50% w a s t e w a t e r s p i k e d w i th c o p p e r (7 0 , 10 0 , a n d 13 5
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/ x g/ L ) , a n d 5 0% w a s t e w a t e r v e r s u s 5 0% w a s t e w a t e r s p i k e d w i th c o p p e r (7 0 , 10 0 , a n d
13 5 f t g /L ). T h e n u l l h y p o th e s i s o f t h e i n t r a l a b o r at o r y e x p e ri m e n t w a s th a t n o
s t a t i s t i c a l l y s i gn i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n t h e s u r v i v a l an d r e p r o du c t i o n o f i n d i v i d u a l C.
d u b i a p o p u l a t i o n s w o u l d o c c u r b e t w e e n t h e t h r e e k i n d s o f c u l t u r e / d i l u t i o n w a t e r . A
c o m p a ri s o n b e t w e e n 5 0% w a s t e w a t e r a n d a D M W c o n t r o l w a s m a d e b e c a u s e i t i s t h e
s t a n d a r d c o m p a r i s o n m a d e w h e n d i s c h a r g e r s d e t e r m i n e i f t h e w a s t e w a t e r t h e y
'
r e
a l l o w e d t o d i s c h a r g e in t o a r e c e i v i n g w a t e r i s t o x i c . T h e r e s u l t s o f s u c h a c o m p a ri s o n
w o u l d d e t e r m i n e i f a d i s c h a r g e r p a s s e d o r f a i l e d t h e N C M i n i - C h r o n i c T e s t i f o n e
p a r t i c u l a r p o p u l a t i o n o f C . d u b i a w a s u t i l i z e d i n t h e t e s t . T o p a s s t h e N C M i n i -
C h r o n i c T o x i c i t y T e s t t h e r e m u s t b e > 80% s u r v i v a l a n d n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t
d i f f e r e n c e (p > 0 . 0 1) i n r e p r o d u c t i o n b e t w e e n t h e t e s t e d e fl u e n t a n d th e c o n t r o l . A
c o m p a ri s o n o f D M W a n d 5 0% w a s t e w a t e r s p ik e d w i t h c o p p e r w a s m a de a p p l y i n g t h e
s a m e c r i t e ri a o f t h e N C M i n i - C h r o n i c T o x i c i t y T e s t . T h i s c o m p a r i s o n w o v d d s h o w
h o w a p o p u l a t i o n o f C . d u b ia m i g h t r e s p o n d t o c o p p e r i n a w a s t e w a t e r e f f l u e n t
c o m p a r e d t o D MW c o n t r o l . T h e th i r d c o m p a ri s o n w a s n e c e s s a r y i n o r d e r t o d e t e r m i n e
i f t h e a d d i t i o n o f c o p p e r t o 5 0% w a s t e w a t e r w a s r e s p o n s i b l e f o r a n y o b se r v e d t o x i c i t y ,
n o t t h e 50% w a s t e w a t e r a l o n e .
I n t e r l a b o r a t o r y c o m p a ri s o n s w e r e m a d e b e t w e e n t h e th r e e p o p u l a t i o n s o f C .
d u b i a i n e a c h o f t h e c u l t u r e /d i l u t i o n w a t e r s t e s t e d . T h e s e c o m p a r i s o n s a l l o w e d f o r
c o n c l u s i o n s t o b e dr a w n a b o u t t h e s u r v i v a l an d r e p r o d u c t i v e p e r f o r m a n c e o f p a i r s o f
p o p u l a t i o n s i n t h e s a m e t y p e o f c u l t u r e / d i l u t i o n w a t e r . C o m p a ri s o n s w e r e m a d e
b e t w e e n P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 , 1 a n d 3 , a n d 2 a n d 3 i n D MW , 5 0% w a s t e w a t e r , a n d
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5 0% w a s t e w a t e r s p i k e d w i th 7 0 , 10 0 , o r 13 5 n g/ L c o p p e r . N o t e t h a t i n t e r l a b o r a t o r y
c o m p a r i s o n s w e r e m a d e b e t w e e n d i f f e r e n t p o p u l a t i o n s c u l t u r e d u n d e r i d e n t i c a l
c o n d i t i o n s w i t h i n o n e l a b o r a t o r y ; in t e r l a b o r a t o r y c o m p ar i s o n s w e r e n o t m a d e b e tw e e n
s e v e r a l d i f f e r e n t l a b o r a t o r i e s . T h e n u l l h y p o t h e s i s o f t h e i n t e r l a b o r a t o r y e x p e r im e n t s
w a s t h a t n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i v e o u t p u t
w o u l d o c c u r b e tw e e n t h e t hr e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s . A l l i n t r a - a n d i n t e r l a b o r a t o r y
c o m p a r i s o n s w e r e m a d e u s i n g a St u d e n t
'
s t - t e s t .
T h e St u d e n t
'
s t - t e s t m e t h o d i s t h e r e c o mm e n d e d s t a t i s t i c a l a n a l y s i s i n
" Sh o r t -
T e r m M e th o d s f o r E s t im a t i n g t h e C h r o n i c T o x i c i t y o f E f f l u e n t s a n d R e c e i v i n g Wa t e r s
t o F r e s h w a t e r O r g a n i sm s
"
(E PA , 19 89 ) . T h e St u d e n t
'
s t - t e s t i s b a s e d o n t h e
a s s u m p t i o n t h a t t h e o b s e r v a t i o n s a r e i n d e p e n d e n t a n d n o r m a l l y d i s t r i b u t e d a n d t h a t t h e
v a r i a n c e s o f t h e o b s e r v a t i o n s a r e e q u a l b e tw e e n th e t w o gr o u p s (E PA , 19 8 9) . I n t h i s
r e p o r t o b s e r v a t i o n s a r e t h e a v e r a g e n u m b e r o f n e o n a t e s p r o d u c e d b y a n i n d i v i d u a l
p o p u l a t i o n o f C . d u b i a i n e a c h t y p e o f c u l t u r e / d i l u t i o n w a t e r . O n e d i f f e r e n c e b e t w e e n
t h e E PA
'
s m e t h o d a n d t h e N C M i n i - C h r o n i c m e t h o d t h a t i s n o w n o t e d i s th e
c o n f i d e n c e l e v e l u s e d t o e v a l u a t e t h e d a t a . Wh i l e t h e E P A u s e s a c o n f i d e n c e l e v e l o f
9 5% (p < 0 . 0 5 ) , N C u s e s a c o n f i d e n c e l e v e l o f 9 9% (p < 0 . 0 1) .
T o t e s t f o r th e h o m o g e n e i t y o f v a r i a n c e a s s u m p t i o n , t h e F - t e s t s t a t i s t i c f o r
e q u a l i t y o f v a r i a n c e s w a s u s e d . I f t h e t e s t f o r e q u a l i t y o f v a r i a n c e w a s n o t s i g n i fi c an t
(p > 0 . 0 1) , i s w a s a s s u m e d t h a t t h e v a r i a n c e s w e r e h o m o g e n e o u s a n d t h e c r i t i c a l v a l u e
o f t h e t - t e s t c o u l d be u s e d t o de t e r m i n e i f th e m e a n n u m b e r o f n e o n a t e s p r o d u c e d by
e a c h p o p u l a t i o n w e r e s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t . I f t h e e q u a l v a r i a n c e t e s t w a s s i gn i fi c a n t
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(p < 0 . 0 1) , t h e n t h e W i l c o x o n R a n k S u m T e s t , a n o n - p a r am e t r i c s t a t i s t i c a l a n a l y s i s ,
w a s u s e d t o e v a l u a t e t h e d a t a .
I I I
.
R E SU L T S
A . R e s u l t s o f t h e P r e l im i n a r y E f fl u e n t Sc r e e n i n g E x p e r im e n t s
L Wh o l e W a s t e w a t e r E f fl u e n t
T h r e e p o p u l a t i o n s o f C . d u b i a w e r e c u l t u r e d i n s e v e r a l c o n c e n t r a t i o n s o f w h o l e
w a s t e w a t e r e f fl u e n t (6 0 , 9 0 , a n d 9 5% d i l u t e d w i t h D MW) a n d D MW an d t h e i r
s u r v i v a l a n d n e o n a t e p r o d u c t i o n w a s m o n i t o r e d a n d r e c o r d e d . T h e t e r m
" D M W " i s
d e fi n e d a s t h e 10% P e r r i e r
™
so l u t i o n d e s c r i b e d i n Ch ap t e r I I an d w i l l b e u s e d
t hr o u g h o u t t h i s r e p o r t . T h e h y p o th e s i s o f t h i s p r e l im i n a r y e f fl u e n t s c r e e n i n g
e x p e r im e n t w a s t h a t w h o l e w a s t e w a t e r e f fl u e n t w o u l d c a u s e p o p u l a t i o n s o f C . d u b i a t o
e x h i b i t d e c r e a s e d s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n c o m p a r e d t o a D MW c o n t r o l . C o m p l e t e
p o p u l a t i o n d a t a c a n b e f o i m d i n A p p e n d i x B . W h e r e r e p l i c a t e t e s t s w e r e p e r f o r m e d
(9 0% e f fl u e n t ) , s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n r e s u l t s w e r e a v e r a g e d .
F i g u r e 1 i l l u s t r a t e s t h e s u r v i v a l o f e a c h p o p u l a t i o n i n D MW a n d i n e a c h
e f fl u e n t c o n c e n t r a t i o n t h a t w a s t e s t e d . T h i s fi g u r e i l l u s t r a t e s t h a t s u r v i v a l w a s n o t
a d v e r s e l y a f f e c t e d i n D MW n o r i n a n y c o n c e n t r a t i o n o f w a s t e w a t e r e f fl u e n t f o r a n y C .
d u b i a p o p u l a t i o n . S u r v i v a l r e m a i n e d a b o v e t h e r e qu i r e d m i n i m u m o f 80% i n a l l c a s e s .
I n a v a l i d t e s t
,
c o n t r o l s vi r v i v a l m u s t b e > 8 0% ; f o r a t e s t t o p a s s , t e s t s u r v i v a l d o e s n
'
t
h a v e t o b e > 8 0% , i t j u s t c a n n o t b e s i g n i fi c a n t l y l e s s t h a n t h e c o n t r o l .
F IG U R E 1 : S u r v iv a l i n W h o l e
Wa s t e w a t e r E f f l u e n t
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i
I
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m
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\
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v
D M W C o n t r o l
6 0 % E f f l u e n t
D M W C o n t r o l
9 0 % E f f l u e n t
D M W C o n t r o l
9 5 % E f f l u e n t
P o p u l a t i o n N u m b e r
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F i g u r e 2 s h o w s th e r e p r o d u c t i v e p e r f o r m a n c e o f t h e th r e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s
i n D M W a n d w h o l e w a s t e w a t e r e f fl u e n t . C . d u b i a r e p r o d u c t i o n w a s n o t im p a i r e d i n
t h e D MW c o n t r o l s n o r i n a n y o f t h e e f fl u e n t c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d . F o r a v a l i d t e s t ,
r e p r o d u c t i o n i n t h e c o n t r o l s m u s t b e > 15 n e o n a t e s / f e m a l e ; f o r a t e s t t o p a s s , t h e
a v e r a g e n e o n a t e r e p r o d u c t i o n c a n n o t b e s i gn i fi c a n t l y l e s s t h a n t h a t o f t h e c o n t r o l s , b u t
m a y b e < 15 . I n a l l i n s t a n c e s , t h e t h r e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s p r o du c e d m o r e t h a n t h e
r e q u i r e d 15 n e o n a t e s / a d u l t i n t h e D M W c o n t r o l s a n d i n t h e w h o l e w a s t e w a t e r e f fl u e n t s .
I n P o p u l a t i o n 1, r e p r o d u c t i o n i n t h e w a st e w a t e r e f fl u e n t s w a s a l w a y s h i g h e r t h a n i n t h e
D MW c o n t r o l s . T h i s w a s a l s o t r u e f o r t h e t w o h i g h e s t e f fl u e n t c o n c e n t r a t i o n s t e st e d
i n Po p u l a t i o n 2 , b u t n o t t h e l o w e s t e f fl u e n t c o n c e n t r a t i o n . H o w e v e r , t h e r e p r o d u c t i o n
d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e 6 0% e f fl u e n t a n d t h e D M W c o n t r o l w a s n o t s i g n i fi c a n t . I n
P o p u l a t i o n 3 t h e r e v e r s e o c c u r r e d w h e r e t h e D M W c o n t r o l s a l w a y s o u t p e r f o r m e d th e
e f fl u e n t t e s t s . T h e s e r e s u l t s s u g g e s t t h a t w h i l e o v e r a l l r e p r o d u c t i v e p e r f o r m a n c e i n t h e
t hr e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s w a s u n a f f e c t e d , P o p u l a t i o n 3 w a s m o r e s e n s i t i v e t o
w a s t e w a t e r t h a n t h e o t h e r tw o .
R e s u l t s o f t h e p r e l im i n a r y w h o l e w a s t e w a t e r e f fl u e n t e x p e r im e n t s i n d i c a t e d t h a t
w a s t e w a t e r s a m p l e s f r o m the So u t h B u r l i n g t o n f a c i l i t y w e r e n o t c h r o n i c a l l y t o x i c t o
a n y o f t h e t h r e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s . T h e So u t h B u r l i n g t o n w a s t e w a t e r e f fl u e n t d i d
n o t h a v e a n e g a t i v e im p a c t o n s u r v i v a l (> 8 0% ) , n o r di d i t c a u s e a v e r a g e n e o n a t e
r e p r o d u c t i o n t o f a l l b e l o w t h e m i n i m u m r e q u i r e d ( 15 n e o n a t e s / a d u l t ) t o p a s s t h e N C
M i n i - C h r o n i c T o x i c i t y T e s t (N C D E M , 19 8 9) .
F I G U R E 2 : R e p r o d u c t i o n i n Wh o l e
W a s t e w a t e r E f f l u e n t
o 2 0
D M W C o n t r o l
6 0 % E f f l u e n t
D M W C o n t r o l
^ % E f f l u e n t
D M W C o n t r o l
9 5 % E F f l u e n t
P o p u la t i o n N u m b e r
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2 . Sp i k e d W a s t e w a t e r E f f l u e n t
I n t h i s e x p e r im e n t , t h e t hr e e p o p u l a t i o n s o f C . d u b i a w e r e r a i s e d i n D M W a n d
i n 50% w a s t e w a t e r t h a t w a s s p i k e d w i th v ar i o u s l e v e l s o f c o p p e r . F i ft y p e r c e n t (5 0% )
w a s t e w a t e r w i l l b e r e f e r r e d t o a s w a s t e w a t e r i n t h e t e x t a n d by t h e s y m b o l
" WW " i n
t h e f i g u r e s . P o p u l a t i o n s u r v i v a l a n d n e o n a t e p r o du c t i o n w a s m o n i t o r e d a n d r e c o r d e d .
T h e c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d i n w a s t e w a t e r w e r e 10 , 2 0 , 3 0 , 4 0 , 6 0 , 80 , 10 0 , 12 5 ,
a n d 1 50 / i g /L . T h e h y p o th e s i s o f t h i s p r e l im i n a r y e f f l u e n t s c r e e n i n g e x p e r im e n t w a s
t h a t i n c r e a s e d c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s i n w a s t e w a t e r w o u l d c a u s e p o p u l a t i o n s o f C .
d u b i a t o e x h i b i t d e c r e a s e d s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n c o m p a r e d t o a D M W c o n t r o l .
C o m p l e t e p o p u l a t i o n d a t a c a n b e f o u n d i n A p p e n d i x C .
F i g u r e 3 d e s c r i b e s t h e s u r v i v a l o f t h e t hr e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s a t 10 , 2 0 , a n d
3 0 /i g/ L c o p p e r i n w a s t e w a t e r a l o n g w i t h t h e D M W c o n t r o l s . Su r v i v a l w a s > 9 2% i n
a l l t h r e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s i n D M W a n d i n t h e t h r e e c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s t e s t e d .
F i g u r e 4 i l l u s t r a t e s t h a t i n D MW , a v e r a g e n e o n a t e p r o d u c t i o n i n a l l t h r e e C . d u b i a
p o p u l a t i o n s r e m a i n e d a b o v e t h e m i n im u m n u m b e r o f 15 r e qu i r e d f o r t h e N C M i n i -
C h r o n i c T o x i c i t y T e s t t o b e v a l i d (N C D E M , 19 8 9 ). A t 10 , 2 0 , a n d 3 0 ji t g/ L c o p p e r i n
w a s t e w a t e r , a v e r a g e n e o n a t e r e p r o d u c t i o n w a s n o t s i gn i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m th a t o f
t h e D M W c o n t r o l s . A s o b se r v e d i n t h e p r e l im i n a r y w h o l e w a s t e w a t e r st u d y , o v e r a l l
r e p r o d u c t i v e p e r f o r m a n c e i n t h e t h r e e p o p u l a t i o n s w a s n o t im p a i r e d a t t h e s e c o p p e r
c o n c e n t r a t i o n s
,
b u t P o p u l a t i o n 3 r e p r o d u c t i o n w a s m u c h l e s s i n D M W a n d w a s t e w a t e r
s p i k e d w i t h c o p p e r t h a n r e p r o d u c t i o n i n t h e o t h e r t w o p o p u l a t i o n s .
F IG U R E 3 : S u r v i v a l o f C . d u b i a i n
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F IG U R E 4 : R e p r o d u c t i o n o f C . d u b i a i n
S p i k e d W a s t e w a t e r Ef f l u e n t
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C o p p e r c o n c e n t r a t i o n s o f 4 0 , 6 0 , 8 0 , 10 0 , 12 5 , a n d 150 / i g /L i n w a s t e w a t e r
w e r e t e s t e d i n C . d u b i a P o p u l a t i o n 3 d u e t o p o o r r e p r o d u c t i v e p e r f o r m a n c e i n t h e
o t h e r t w o C . d u b i a s t o c k c u l t u r e s a t t h e t im e th e s e t e s t s w e r e c o n du c t e d . T h e N C
M i n i - C h r o n i c T o x i c i t y T e s t p r o t o c o l o f 1 2 a n im a l s p e r t e s t c o n c e n t r a t i o n w a s m o d i fi e d
t o s i x a n i m a l s p e r t e s t c o n c e n t r a t i o n f o r t h i s p o r t i o n o f t h i s r a n g e fi n d i n g p r e l im i n a r y
s t u d y , e x c e p t f o r t h e D M W c o n t r o l s . Su r v i v a l d a t a f o r t h i s p o r t i o n o f t h e e x p e r i m e n t
i s p r e s e n t e d b e l o w i n T a b l e 1 .
T a b l e 1
P e r c e n t S u r v iv a l i n Sp i k e d W a s t ew a t e r E f f l u e n t E x p e r im e n t
C o p p e r C o n c e n t r a t i o n (j i g fL ) C o p p e r T e s t D MW C o n t r o l
4 0 10 0 9 2
6 0 10 0 92
8 0 10 0 9 2
10 0 6 7 92
12 5 10 0 92
15 0 5 0 9 2
T h e fl u c t u a t i o n s i n C . d u b i a s u r v i v a l a t t h e th r e e h i gh e s t c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s
( 10 0 , 12 5 , a n d 15 0 fi g / L ) c a n n o t b e a t t r i b u t e d t o t h e w a s t e w a t e r b e c a u s e a l l o r g a n i s m s
w e r e t e s t e d i n t h e s am e w a s t e w a t e r s a m p l e . I f t h e o r g an i sm s h a d b e e n t e s t e d i n
d i f f e r e n t w a s t e w a t e r s a m p l e s , t h e v a r i a b i l i t y i n s u r v i v a l m i g h t h a v e b e e n e x p e c t e d .
T h e fl u c t u a t i o n s m a y b e a t t r i bu t a b l e t o t h e i n d i v i d u a l t e s t o r ga n i sm s s e l e c t e d f r o m t h e
r a n d o m p o p u l a t i o n o f C . d u b i a u s e d f o r t h a t t e s t c o n c e n t r a t i o n .
4 2
T h e r e p r o d u c t i o n d a t a f o r t h i s p o r t i o n o f t h e e x p e r im e n t i s p r e s e n t e d b e l o w i n
T a b l e 2 . A v e r a g e n e o n a t e r e p r o d u c t i o n i n t h i s p o r t i o n o f t h e e x p e r im e n t r e m a i n e d
a b o v e t h e m i n i m u m n u m b e r o f 1 5 r e q u i r e d t o v a l i d a t e a n d p a s s t h e N C M i n i - C h r o n i c
T o x i c i t y T e s t i n a l l D M W c o n t r o l s a n d i n t h e s p i k e d w a s t e w a t e r u n t i l c o p p e r
c o n c e n t r a t i o n s i n c r e a s e d a b o v e 8 0 fi g / L (N C D EM , 19 8 9 ) .
T a b l e 2
A v e r a g e N u m b e r o f N e o n a t e s P r o d u c e d i n Sp i k e d W a s t ew a t e r E f f l u e n t
E x p e r i m e n t (+ / - S t d D e v )
C o p p e r C o n c e n t r a t i o n Ot g /L ) C o p p e r T e s t D M W C o n t r o l
4 0 2 0 . 2 (7 . 9 4 ) 18 . 8 (7 . 2 4 )
6 0 2 0 . 5 (2 . 4 3) 18 . 8 (7 . 2 4 )
8 0 18 . 0 (5 . 80 ) 18 . 8 (7 . 2 4 )
10 0 13 . 8 ( 10 . 7 8) 18 . 8 (7 . 6 2 )
12 5 15 . 0 (2 . 53 ) 18 . 8 (7 . 6 2 )
15 0 7 (7 . 16 ) 18 . 8 (7 . 6 2 )
T h e n u m b e r o f n e o n a t e s a t 100 f i g /L p r o b a b l y w o u l d h a v e b e e n e q u a l t o t h a t o f t h e
D MW c o n t r o l s (1 8 . 8 n e o n a t e s / f e m a l e ) h a d s u r v i v a l n o t b e e n s i g n i f i c a n t l y i m p a c t e d a t
t h i s c o n c e n t r a t i o n . T h e s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n r e s u l t s o f t h i s p o r t i o n o f t h e
p r e l i m i n a r y e x p e r im e n t s w e r e u s e d a s g u i d a n c e f o r t h e l o n g - t e r m t e s t i n g o f C . d u b i a
p o p u l a t i o n s i n w h o l e w a s t e w a t e r e f fl u e n t s s p ik e d w i th c o p p e r .
4 3
R R e s u l t s o f t h e E x t e n d e d C o p p e r / E f fl u e n t E x p e r i m e n t s
T h e g o a l f o r t h e e x t e n d e d c o p p e r / e f f l u e n t e x p e r im e n t s w a s t o t e s t t h r e e
c o n c e n t r a t i o n s o f c o p p e r i n 50% w a s t e w a t e r : o n e t h a t w o u l d h a v e n o e f f e c t o n s u r v i v a l
a n d r e p r o d u c t i o n , o n e t h a t w o u l d n o t a f f e c t s u r v i v a l , b u t w o u l d a f f e c t r e p r o d u c t i o n ,
a n d o n e t h a t w o u l d a f f e c t b o t h s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n . B a s e d o n t h e r e s u l t s o f t h e
p r e l im i n a r y e x p e r im e n t s w h e r e w h o l e w a s t e w a t e r e f fl u e n t w a s s p i k e d w i th c o p p e r , t h e
f o l l o w i n g c o n c e n t r a t i o n s o f c o p p e r w e r e s e l e c t e d f o r t e s t i n g : 7 0 , 1 0 0 , a n d 13 5 n g/ L .
T h e s e t e s t s w e r e c o n d u c t e d e x a c t l y l i k e t h e p r e l im i n a r y e x p e r im e n t s d e s c r i b e d i n
C h a p t e r I I . T e s t i n g o c c u r r e d o v e r a p e r i o d o f n i n e w e e k s a n d w i t h i n e a c h e x p e r im e n t ,
o n e o r tw o c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s ( 7 0 , 10 0 , o r 13 5 / x g/ L ) w e r e t e s t e d i n c o n j u n c t i o n
w i t h a w a s t e w a t e r a n d a D M W c o n t r o l . E x p e r im e n t s w e r e i n i t i a t e d w e e k l y u p o n
r e c e i p t o f fr e s h w a s t e w a t e r s am p l e s f r o m th e So u th B u r l i n g t o n t r e a t m e n t f a c i l i t y ; e a c h
e x p e r im e n t t o o k s e v e n d a y s t o p e r f o r m . T h r e e r e p l i c a t e s o f e a c h t e s t c o n c e n t r a t i o n
w a s d e e m e d s a t i s f a c t o r y f o r t h e p u r p o s e s o f t h i s e x p e r im e n t ; h o w e v e r , t h e h i g h e s t
c o n c e n t r a t i o n o f 13 5 / x g/ L c o p p e r w a s t e s t e d s i x t im e s d u e t o a f e e d i n g e r r o r i n o n e o f
t h e e x p e r im e n t s an d b e c a u s e o f s i gn i fi c a n t C . d u b i a m o r t a l i t y i n tw o o t h e r e x p e r im e n t s
a t t h e 13 5 pi g / L c o p p e r l e v e l . B e c a u s e t h e g o a l o f t h e e x p e r im e n t w a s t o c o m p a r e t h e
s u r v i v a l a n d r e p r o du c t i o n o f t h r e e p o p u l a t i o n s o f C . d u b i a , t hr e e o f t h e s i x 13 5 / i g / L
c o p p e r t e s t s w e r e e l im i n a t e d fr o m th e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s , d u e t o e x c e s s i v e m o r t a l i t y
( 10 0% ) i n o n e o r m o r e o f t h e p o p u l a t i o n s a t t h e 13 5 / i g/ L c o p p e r l e v e l . I n a l l , d a t a
f r o m s i x e x p e r im e n t s w e r e s u bj e c t t o s t a t i s t i c a l a n a l y s i s . T h e d a t a c o l l e c t e d f r o m e a c h
4 4
i n d i v i du a l e x p e r im e n t w a s s t a t i s t i c a l l y a n a l y z e d . C om p l e t e p o p u l a t i o n d a t a f o r e a c h
e x p e r im e n t c a n b e f o u n d i n A p p e n d i x D . F u r t h e r t e s t i n g b e c a m e i m p o s s i b l e a ft e r
M a r c h 1, 19 9 4 w h e n r e p r o d u c t i v e p e r f o r m an c e dr o p p e d b e l o w t h e m i n im u m
a c c e p t a b l e n u m b e r o f 15 n e o n a t e s / a d u l t / t e s t w e e k i n o n e o r m o r e o f t h e C . d u b i a
p o p u l a t i o n c u l t u r e s . F o r e a c h e x p e r im e n t , i n t r a l a b o r a t o r y d a t a o n s u r v i v a l a n d
r e p r o d u c t i o n w i l l b e d i s c u s s e d f i r s t f o l l o w e d b y i n t e r l a b o r a t o r y d a t a . I n t r a l a b o r a t o r y
v a r i a b i l i t y w a s m e a s u r e d a s a c o m p a r i s o n o f a v e r a g e n e o n a t e r e p r o du c t i o n b e tw e e n a l l
w a t e r t yp e s (D M W v e r s u s w a s t e w a t e r , D M W v e r s u s s p i k e d w a s t ew a t e r , w a s t e w a t e r
v e r s u s sp i k e d w a s t e w a t e r ) w i t h i n i n d i v i d u a l C . d u b i a p o p u l a t i o n s . I n t e r l a b o r a t o r y
v a r i a b i l i t y w a s m e a s u r e d a s a c o m p a r i s o n o f a v e r a ge n e o n a t e r e p r o d u c t i o n b e tw e e n t h e
t h r e e p o p u l a t i o n s o f C . d u b i a i n i n d i v i du a l w a t e r t y p e s . R e m emb e r t h a t i n t e r l a b o r a t o r y
c o m p a r i s o n s w e r e m a d e b e t w e e n th e t h r e e p o p u l a t i o n s i n a s i n g l e l a b o r a t o r y , n o t t h r e e
d i f f e r e n t l a b o r a t o r i e s .
1 . E x p e r im e n t 1
I n E x p e r im e n t 1 , t hr e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s w e r e t e s t e d i n D M W , w a s t e w a t e r ,
a n d w a s t e w a t e r sp i k e d w i th 70 a n d 10 0 / i g/ L c o p p e r . F i g u r e 5 i l l u s t r a t e s t h a t
p o p u l a t i o n s u r v i v a l w a s 10 0% i n a l l c u l t u r e w a t e r s . B e c a u s e t h e r e w a s n o e f f e c t o f
c u l t u r e w a t e r o n t h e s u r v i v a l o f t h e t h r e e C d u b i a p o p u l a t i o n s , n o s t a t i s t i c a l a n a l y s i s
w a s p e r fo r m e d o n th i s d a t a .
1 0 0 -
9 0 -
8 0 -
7 0
7 5 6 0
-
>
I 5 0
^ 4 0
3 0
2 0
1 0
0 -
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F i g u r e 6 p r e s e n t s t h e a v e r a g e n u m b e r o f n e o n a t e s p r o d u c e d b y th e t hr e e
p o p u l a t i o n s i n D M W, w a s t e w a t e r , a n d t h e t w o s p i k e d w a s t e w a t e r s . F o r Po p u l a t i o n s 1
a n d 2
,
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s (p < 0 . 0 1) i n t h e a v e r a ge n u m b e r o f n e o n a t e s
p r o d u c e d w e r e o b s e r v e d b e tw e e n a l l c u l t u r e w a t e r c o m b i n a t i o n s , w i t h o n e e x c e p t i o n .
N o d i f f e r e n c e w a s o b s e r v e d b e t w e e n t h e tw o c o p p e r t r e a t m e n t s i n P o p u l a t i o n 2 .
St a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n r e p r o du c t i o n w e r e a l s o o b s e r v e d i n P o p u l a t i o n 3
b e tw e e n a l l c u l t u r e w a t e r c o m b i n a t i o n s (p < 0 . 0 1) e x c e p t D M W v e r s u s 70 fi g / L c o p p e r
a n d be t w e e n t h e t w o c o p p e r t r e a tm e n t s . O v e r a l l , C . d u b ia a d u l t s i n D M W p r o d u c e d
m o r e n e o n a t e s t h a n C . d u b i a a d u l t s i n t h e o t h e r c u l t u r e w a t e r s , e s p e c i a l l y w a s t e w a t e r .
T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h i s w a s t e w a t e r s a m p l e w o u l d h a v e f a i l e d t h e N C M i n i -
C h r o n i c T o x i c i t y T e s t w i t h a l l o f t h e C . d u b i a p o p u l a t i o n s b e c a u s e o f t h e s i g n i f i c a n t
d i f f e r e n c e s i n m e a n r e p r o d u c t i o n b e tw e e n t h e D MW c o n t r o l a n d w a s t e w a t e r s a m p l e
(N C D EM , 19 8 9 ) . F i g u r e 6 a l s o s h o w s th a t C . d u b i a a d u l t s i n w a s t e w at e r p r o d u c e d
s i g n i f i c a n t l y f e w e r n e o n a t e s t h a n a d u l t s i n s p i k e d w a s t e w a t e r , w h i c h s u g g e s t s t h a t t h e
a d d i t i o n o f c o p p e r t o w a s t e w a t e r m a s k e d s o m e t o x i c e f f e c t o f t h e i m s p i k e d w a s t e w a t e r .
T h i s w a s t r u e f o r a l l t h r e e p o p u l a t i o n s . T h e u n s p i k e d w a s t e w a t e r s a m p l e w a s n o t
c h e m i c a l l y a n a l y z e d t o d e t e r m i n e t h e c a u s e o f t h e t o x i c i t y b e c a u s e i t w a s b e y o n d t h e
s c o p e o f t h e p r o j e c t . T h e r e p r o du c t i v e d i f f e r e n c e b e tw e e n t h e tw o c o p p e r t r e a tm e n t s
i l l u s t r a t e s t h a t 10 0 /n g / L c o p p e r w a s s i g n i f i c a n t l y m o r e t o x i c t h a n 7 0 / t g/ L c o p p e r , b u t
o n l y t o C . d u b i a P o p u l a t i o n 1 (p < 0 . 0 1) . I n c o m p a r i s o n . Po p u l a t i o n s 2 a n d 3 w e r e
l e s s s e n s i t i v e t o a h i g h e r c o n c e n t r a t i o n o f c o p p e r t h a n P o p u l a t i o n 1. T h e l a c k o f a
s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e t w o c o p p e r t r e a tm e n t s d e m o n s t r a t e s t h a t t h e tw o
F IG U R E 6 : E x p e r im e n t 1
R e p r o d u c t i o n i n C . d u b i a P o p u l a t i o n s
» 2 2
« 2 0
^ 1 8
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t r e a t m e n t s w e r e e q u a l l y t o x i c t o P o p u l a t i o n s 2 a n d 3 . A s u m m a r y o f t he s t a t i s t i c a l l y
s i g n i f i c a n t i n t r a l a b o r a t o r y r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s i s p r e s e n t e d b e l o w i n T a b l e 3 .
T a b l e 3
S i g n i f i c a n t I n t r a l a b o r a t o r y R e p r o d u c t i o n D i f f e r e n c e s
i n P o p u l a t i o n s o f C d u b i a i n E x p e r im e n t 1
C u l t u r e W a t e r P o p u l a t i o n 1 P o p u l a t i o n 2 P o p u l a t i o n 3
D MW v s . WW y e s y e s y e s
D MW v s . 7 0 = y e s y e s n o
D M W v s . 1 0 0" y e s y e s y e s
WW v s . 7 0 y e s y e s y e s
WW v s . 1 0 0 y e s y e s y e s
7 0 v s . 10 0 y e s n o n o
S i g n i fi c a n t ly d i ff e r e n t a t p < 0 . 0 1
N o t s i gn i f i c a n t ly d i f f e r e n t a t p > 0 . 0 1
7 0 ^ g /L C u i n w a s t e w a t e r
100 /i g / L C u i n w a s t e w a t e r
F i g u r e 7 i l l u s t r a t e s t h e i n t e r l a b o r a t o r y r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s b e tw e e n t h e
t h r e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s i n e a c h c u l t u r e w a t e r . I n D M W, th e o n l y s i g n i f i c a n t
r e p r o d u c t i v e d i f f e r e n c e o c c u r r e d b e t w e e n P o p u l a t i o n s 1 a n d 3 (p < 0 . 0 1) . I n
w a s t e w a t e r
,
n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s w e r e o b s e r v e d b e tw e e n t h e t hr e e p o p u l a t i o n s .
A t 7 0 ^ g /L c o p p e r t h e r e w a s a s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e tw e e n t h e m e an
n u m b e r o f n e o n a t e s p r o d u c e d b y P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 an d 1 a n d 3 (p < 0 . 0 1). A t 10 0
/ i g/ L c o p p e r , t h e s t a t i s t i c a l l y s i gn i fi c a n t d i f f e r e n c e s i n m e a n r e p r o d u c t i o n w e r e
i d e n t i c a l t o t h o s e o b s e r v e d f o r 7 0 / x g /L c o p p e r . N o s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s
o c c u r r e d b e tw e e n Po p u l a t i o n s 2 a n d 3 i n a n y o f t h e c u l t u r e w a t e r s t e s t e d . T h e
i n t e r l a b o r a t o r y d a t a i l l u s t r a t e s t h a t t h e r e a r e d i f f e r e n c e s i n n e o n a t e r e p r o d u c t i o n
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P o p u l a t i o n 1
P o p u la t io n 2
P o p u la t io n 3
D WM WW 7 0 u g / L C u
C u lt u r e Wa t e r
1 0 0 u g / L C u
5 0
b e tw e e n t h e t h r e e p o p u l a t i o n s d e p e n d i n g o n th e t y p e o f c u l t u r e w a t e r u s e d . M o r e
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s w e r e o b s e r v e d b e tw e e n P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 a n d 1
a n d 3
,
e s p e c i a l l y i n t h e s p i k e d w a s t e w a t e r s a m p l e s , w h i c h i n d i c a t e s t h a t P o p u l a t i o n s 2
a n d 3 w e r e l e s s r e s i s t a n t t o c o p p e r i n s u l t . A s u mm a r y o f t h e s t a t i s t i c a l l y s i gn i f i c a n t
i n t e r l a b o r a t o r y r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s i s p r e s e n t e d b e l o w i n T a b l e 4 .
T a b l e 4
S i g n i f i c a n t I n t e r l a b o r a t o r y R e p r o d u c t i o n D i f f e r e n c e s
i n P o p u l a t i o n s o f C . d u b i a i n E x p e r i m e n t 1
P o p u l a t i o n D M W WW 70 ^ g / L C u 10 0 / t g /L C u
1 v s . 2 n o " n o y e s y e s
1 v s . 3 y e s n o y e s y e s
2 v s . 3 n o n o n o n o
y e s
= S ig n i fi c a n t ly d i f f e r e n t a t p < 0 . 0 1
n o
= N o t s ig n i fi c a n t l y d i f f e r e n t a t p > 0 . 0 1
E x p e r i m e n t 2
T e s t i n g i n E x p e r im e n t 2 w a s i d e n t i c a l t o E x p e r im e n t 1 w i th t h r e e
p o p u l at i o n s o f C . d u b i a e x p o s e d t o D MW , w a s t e w a t e r a n d s p i k e d w a s t e w a t e r (7 0 a n d
10 0 / x g /L c o p p e r ) . A s i l l u s t r a t e d i n F i g u r e 8 , p o p u l a t i o n s u r v i v a l w a s > 9 2% i n a l l
c u l t u r e w a t e r s . P o p u l a t i o n 3 e x p e r i e n c e d o n e d e a t h m t h e 7 0 / i g /L s p ik e d w a s t e w a t e r ,
b u t t h i s w a s n o t c o n s i d e r e d s i g n i f i c a n t b e c a u s e i t w a s s t i l l f a r a b o v e t h e m i n im u m
r e q u i r e m e n t . B e c a u s e t h e r e w a s n o e f f e c t o f t h e c u l t u r e w a t e r s o n C . d u b i a p o p u l a t i o n
s u r v i v a l
,
n o s t a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d o n t h i s d a t a .
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F i g u r e 9 i l l u s t r a t e s t h e a v e r a g e n e o n a t e r e p r o d u c t i o n f o r t h e t h r e e p o p u l a t i o n s
i n t h e d i f f e r e n t c u l t u r e w a t e r s . F o r P o p u l a t i o n s 1 , 2 , an d 3 , t h e r e w a s n o s i g n i f i c a n t
d i f f e r e n c e b e t w e e n th e a v e r a g e n u m b e r o f n e o n a t e s p r o d u c e d i n D M W a n d w a s t e w a t e r
(p > 0 . 0 1) . O n a v e r a g e , a d u l t s i n w a s t e w a t e r p r o d u c e d m o r e n e o n a t e s t h a n a d u l t s i n
D M W . T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h i s w a s t e w a t e r s am p l e w o u l d h a v e p a s s e d t h e N C
M i n i - C hr o n i c T o x i c i t y T e s t b e c a u s e o f t h e l a c k o f a s i gn i f i c a n t r e p r o d u c t i v e d i f f e r e n c e
b e t w e e n t h e tw o c u l t u r e w a t e r s (N C D EM , 19 8 9 ). A s i d e f r o m t h e a b o v e o b s e r v a t i o n ,
F i gu r e 9 a l s o i l l u s t r a t e s t h a t P o p u l a t i o n 1 a d u l t s i n D M W a n d w a s t e w a t e r p r o d u c e d
s i g n i f i c a n t l y m o r e n e o n a t e s t h a n b o t h th e 7 0 a n d 10 0 f i g fL c o p p e r t r e a t m e n t s (p <
0 . 0 1) . N o s u c h d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e s e c u l t u r e w a t e r s w a s o b s e r v e d i n P o p u l a t i o n 2
a n d 3 w i th o n e e x c e p t i o n . I n P o p u l a t i o n 3 t h e r e w a s a s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t
d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e w a s t e w a t e r a n d th e 10 0 / ^ g / L c o p p e r t r e a tm e n t (p < 0 . 0 1) . T h i s
i n d i c a t e s t h a t t h e a d d i t i o n o f 10 0 / x g /L c o p p e r t o t h i s w a s t e w a t e r s a m p l e c a u s e d
d e c r e a s e d n e o n a t e r e p r o d u c t i o n i n P o p u l at i o n 3 . N o d i f f e r e n c e s w e r e o bs e r v e d i n
F i gu r e 9 b e t w e e n t h e tw o c o p p e r t r e a tm e n t s i n a n y C . d u b i a p o p u l a t i o n . T h e l a c k o f
a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n th e tw o c o p p e r t r e a tm e n t s s h o w s th a t t h e a d d i t i o n o f
10 0 /x g /L c o p p e r t o w a s t e w a t e r w a s n o t e n o u g h t o s i g n i f i c a n t l y a f f e c t r e p r o d u c t i o n
m o r e t h a n t h e a d d i t i o n o f 7 0 / x g/ L c o p p e r . A s u m m a r y o f t h e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t
i n t r a l a b o r a t o r y r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s i s p r e s e n t e d i n T a b l e 5 .
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T a b l e 5
S i g n i fi c a n t I n t r a l a b o r a t o r y R e p r o d u c t i o n D i f f e r e n c e s
i n P o p u l a t i o n s o f C d u b i a i n E x p e r im e n t 2
C u l t u r e W a t e r P o p u l a t i o n 1 P o p u l a t i o n 2 P o p u l a t i o n 3
D MW v s . WW n o n o n o
D M W v s . 7 0 '= y e s
"
n o n o
D M W v s . 1 0 0' ' y e s n o n o
WW v s . 70 y e s n o n o
WW v s . 10 0 y e s n o y e s
7 0 v s . 10 0 n o n o n o
S i gn i f i c a n t ly d i f e r e n t a t p < 0 . 0 1
N o t s i gn i f i c a n t ly d i f e r e n t a t p > 0 . 0 1
7 0 / i g /L C u i n w a s t e w a t e r
10 0 /x g / L C u i n w a s t e w a te r
F i g u r e 10 c h a r a c t e r i z e s t h e i n t e r l a b o r a t o r y r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s f o r t h e
t h r e e C d u b i a p o p u l a t i o n s . I n D M W the r e w a s a s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t r e p r o d u c t i v e
d i f f e r e n c e b e tw e e n P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 a n d 1 a n d 3 (p < 0 . 0 1) . T h e r e w a s n o
d i f f e r e n c e b e t w e e n P o p u l a t i o n s 2 a n d 3 . I n w a s t e w a t e r , t h e r e w a s o n e s t a t i s t i c a l l y
s i gn i f i c a n t d i f f e r e n c e o b s e r v e d b e t w e e n C . d u b i a P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 (p < 0 . 0 1). A t
7 0 a n d 10 0 fi g / L c o p pe r t h e r e w a s a s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e i n t h e m e a n n u m b e r o f
n e o n a t e s p r o d u c e d b y P o p u l a t i o n 1 c o m p a r e d t o Po p u l a t i o n 3 . B e t w e e n P o p u l a t i o n s 2
a n d 3 a t 10 0 ^i g /L c o p p e r (p < 0 . 0 1), t he r e w a s a l s o a s t a t i s t i c a l l y s ig n i f i c a n t
d i f f e r e n c e i n t h e a v e r a g e n u m b e r o f n e o n a t e s p r o d u c e d . A s i n E x p e r im e n t 1 , m o r e
s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s i n n e o n a t e r e p r o d u c t i o n w e r e o b s e r v e d b e tw e e n
Po p u l a t i o n s 1 a n d 2 a n d 1 a n d 3 t h a n b e t w e e n 2 a n d 3 . A s u m m a r y o f t h e s t a t i s t i c a l l y
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s i g n i f i c a n t r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s i s p r e s e n t e d i n T a b l e 6 .
T a b l e 6
S i g n i fi c a n t I n t e r l a b o r a t o r y R e p r o d u c t i o n D i f e r e n c e s
i n P o p u l a t i o n s o f C . d u b i a i n E x p e r im e n t 2
P o p u l a t i o n D M W WW 70 Ai g /L C u 1 0 0 Mg /L C u
1 v s . 2 y e s
'
y e s n o
"
n o
1 v s . 3 y e s n o y e s y e s
2 v s . 3 n o n o n o y e s
y e s = S i gn i f i c a n t ly d i f f e r e n t a t p < 0 . 0 1
n o = N o t s i gn i f i c a n t ly d i f f e r e n t a t p > 0 . 0 1
3 . E x p e ri m e n t 3
T e s t i n g i n E x p e ri m e n t 3 w a s i de n t i c a l t o E x p e ri m e n t s 1 a n d 2 . F i gu r e
1 1 s h o w s th a t s u r v i v a l w a s 10 0% i n a l l t h r e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s i n a l l c u l t u r e
w a t e r s . B e c a u s e th e r e w a s n o e f f e c t o f c u l t u r e w a t e r o n t h e s u r v i v a l o f t h e t h r e e C .
d u b i a p o p u l a t i o n s , n o s t a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d o n th i s d a t a .
F i g u r e 1 2 p r e s e n t s t h e r e p r o d u c t i o n d a t a f o r e a c h C . d u b i a p o p u l a t i o n i n e a c h
c u l t u r e w a t e r . T h er e w e r e n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n t h e a v e r a g e n u m b e r
o f n e o n a t e s p r o d u c e d b y P o p u l a t i o n s 2 a n d 3 i n a n y o f t h e c u l t u r e w a t e r s t e s t e d (p >
0 . 0 1). F o r P o p u l a t i o n 1, t h e a v e r a g e n u mbe r o f n e o n a t e s p r o du c e d i n D M W a n d
w a s t e w at e r w a s s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t (p < 0 . 0 1) . T h e s e r e s u l t s de m o n s t r a t e t h a t t h i s
w a s t e w a t e r s a m p l e w o u l d ha v e f a i l e d t he N C M i n i - C h r o n i c T o x i c i t y T e s t b e c a u s e o f
t h e s i gn i f i c a n t d i f f e r e n c e i n t he r e p r o d u c t i v e p e r f o r m a n c e o f C . d u b i a P o p u l a t i o n 1 in
w a s t e w a t e r v e r s u s a D MW c o n t r o l , b u t w o u l d h a v e p a s s e d t h e t e s t i f P o p u l a t i o n 2 o r 3
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w e r e u s e d (N CD E M , 19 89 ) . I n f a c t . P o p u l a t i o n 3 a d u l t s i n w a s t e w a t e r p r o d u c e d m o r e
n e o n a t e s t h a n t h o s e a d u l t s i n D M W . I n P o p u l a t i o n 1, t h e p e r f o r m a n c e o f C . d u b i a
a d u l t s i n D M W v e r s u s a d u l t s i n b o t h t h e 7 0 / i g /L a n d 10 0 ^ g /L c o p p e r t r e a t m e n t s w a s
n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t , n o r w a s i t s i g n i fi c a n t i n t h e w a s t e w a t e r v e r s u s t h e 7 0 / i g/ L
c o p p e r t r e a tm e n t (p > 0 . 0 1) . H o w e v e r , t h e r e w a s a s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e
b e t w e e n th e w a s t e w a t e r c o n t r o l a n d th e 10 0 n gf L c o p p e r t r e a tm e n t (p < 0 . 0 1). A du l t s
i n t h e 10 0 / i g / L c o p p e r s p i k e d w a s t e w a t e r p r o d u c e d m o r e n e o n a t e s t ha n d i d a d u l t s i n
w a s t e w a t e r w h i c h i n d i c a t e s t h at w a s t e w a t e r a l o n e im p a i r e d t h e r e p r o d u c t i v e
p e r f o r m an c e o f C . d u b i a P o p u l a t i o n 1. I n Po p u l a t i o n s 2 a n d 3 , a d u l t s i n t h e
w a s t e w a t e r c o n t r o l p r o d u c e d a n e q u a l n u m b e r o r m o r e n e o n a t e s t h a n d i d a d u l t s i n t h e
10 0 / i g/ L c o p p e r t r e a tm e n t , w h i c h d e m o n s t r a t e d t h a t t h e a d d i t i o n o f 10 0 / t g / L c o p p e r
t o t h i s w a s t e w a t e r s a m p l e d e c r e a s e d a v e r a g e n e o n a t e r e p r o d u c t i o n i n t h e s e C . d u b i a
p o p u l a t i o n s . T h e l a c k o f a s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e be t w e e n t h e t w o c o p pe r t r e a t m e n t s
s h o w s th a t t h e 10 0 / i g / L c o p p e r t r e a tm e n t w a s n o t e n o u g h t o s i g n i fi c a n t l y a f fe c t
r e p r o d u c t i o n o v e r t h e 7 0 / t g/ L c o p p e r t r e a tm e n t i n a n y o f t h e th r e e p o p u l a t i o n s . A
s u m m a r y o f t h e s t a t i s t i c a l l y s ig n i fi c a n t i n t r a l a bo r at o r y r e p r o d u c t i o n d i f fe r e n c e s i s
p r e s e n t e d b e l o w i n T a b l e 7 .
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T a b l e 7
Si g n i f i c a n t I n t r a l a b o r a t o r y R e p r o d u c t i o n D i f f e r e n c e s
i n P o p u l a t i o n s o f C d u b i a i n E x p e r im e n t 3
C u l t u r e W a t e r P o p u l a t i o n 1 P o p u l a t i o n 2 P o p u l a t i o n 3
D M W v s . 1 0 0 '' n o n o n o
WW v s . 7 0 n o n o n o
WW v s . 1 0 0 y e s n o n o
7 0 v s . 1 0 0 n o n o n o
S ig n i f i c a n t l y d i f f e r e n t a t p < 0 . 0 1
N o t s ig n i f i c a n t ly d i ff e r e n t a t p > 0 .0 1
7 0 /t g ^ C u i n w a st e w a t e r
100 fi g/ L C u i n w a s t e w a t e r
F i g u r e 13 i l l u s t r a t e s t h e i n t e r l a b o r a t o r y r e p r o du c t i o n d i f f e r e n c e s f o r t h e t hr e e
C . d u b i a p o p u l a t i o n s . I n D MW a n d w a s t e w a t e r t h e r e w e r e n o s i g n i fi c a n t r e p r o d u c t i v e
d i f f e r e n c e s t h a t o c c u r r e d b e t w e e n th e t hr e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s . A t 70 /x g / L c o p p e r
t h e r e w a s a s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e i n t h e m e a n n u m b e r o f n e o n a t e s p r o du c e d b y
P o p u l a t i o n 1 c o m p a r e d t o P o p u l a t i o n 3 (p < 0 . 0 1) , b u t n o t b e t w e e n 1 a n d 2 o r 2 a n d
3 . St a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s o c c u r r e d b e t w e e n P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 a n d
P o p u l a t i o n s 1 a n d 3 a t t h e 10 0 / t g/ L c o p p e r c o n c e n t r a t i o n (p < 0 . 0 1) . H o w e v e r , n o
s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e w e r e o bs e r v e d be t w e e n C . d u b i a p o p u l a t i o n s 2 a n d 3
a t t h e 10 0 ^ g /L l e v e l . I n t h i s e x p e r im e n t , f e w e r s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s w e r e n o t e d ,
h o w e v e r
,
a t t h e h i g h e s t l e v e l o f c o p p e r , t h e p e r f o r m a n c e o f P o p u l a t i o n 1 a n d 2
c o n t i n u e d t o s u r p a s s Po p u l a t i o n 3 , a s w a s o b s e r v e d i n E x p e r im e n t 2 . A s u n am a r y o f
t h e s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s i s p r e s e n t e d i n T a b l e 8 .
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T a b l e 8
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I n e x p e r im e n t f o u r , o n e c o p p e r c o n c e n t r a t i o n o f 13 5 / i g /L w a s t e s t e d
a g a i n s t a w a s t e w a t e r c o n t r o l a n d a D MW c o n t r o l . F i g u r e 14 sh o w s th a t s u r v i v a l o f
t h e t h r e e p o p u l a t i o n s w a s 10 0% i n th e t w o c o n t r o l s , b u t w a s s i g n i fi c a n t l y a f f e c t e d i n
t h e 13 5 / i g/ L c o p p e r s p i k e d w a s t e w a t e r . I n t h i s i n s t a n c e , t h e s u r v i v a l o f a l l t h r e e
p o p u l a t i o n s i n t h e c o p p e r t r e a t e d w a s t e w a t e r w a s s i gn i fi c a n t ly b e l o w t h e tw o c o n t r o l s .
P o p u l a t i o n 2 w a s a f f e c t e d t h e l e a s t a n d P o p u l a t i o n 1 w a s a f f e c t e d th e m o s t . B e c a u s e
t h e s u r v i v a l d a t a b e t w e e n t h e t e s t a n d th e c o n t r o l s w a s s o o b v i o u s l y d i f fe r e n t , i t w a s
u n n e c e s s a r y t o e s t a b l i s h t h e s t a t i s t i c a l s i g n i fi c a n c e . T h e t e s t fa i l e d d u e t o s i g n i fi c a n t
m o r t a l i t y .
F i gu r e 1 5 i l l u s t r a t e s t h e a v e r a g e n e o n a t e r e p r o d u c t i o n i n a l l C . d u b i a
p o p u l a t i o n s . T h e r e w e r e n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t d i f fe r e n c e s be t w e e n t h e a v e r a g e
n u m b e r o f n e o n a t e s p r o d u c e d i n D M W a n d w a s t e w a t e r i n a n y o f t h e t h r e e C . d u b i a
p o p u l a t i o n s . T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h i s w a s t e w a t e r w o u l d h a v e p a s s e d th e N C
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M i n i - Ch r o n i c T o x i c i t y T e s t b e c a u s e o f t h e l a c k o f a s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n
r e p r o d u c t i o n b e tw e e n t h e w a s t e w a t e r a n d t h e D M W c o n t r o l (N CD E M , 19 89 ) .
R e p r o d u c t i o n i n t h e D M W c o n t r o l a n d th e w a s t e w a t e r c o n t r o l w a s s i g n i f i c a n t l y h i g h e r
t h a n t h e 13 5 /i g / L c o p p e r s p i k e d w a s t e w a t e r i n a l l t h r e e p o p u l a t i o n s (p < 0 . 0 1) .
F i g u r e 15 a l s o sh o w s t h a t a v e r a ge n e o n a t e r e p r o d u c t i o n w a s o n e l e s s t h a n t h e r e q u i r e d
1 5 p e r f e m a l e i n D M W fo r Po p u l a t i o n 3 . H a d P o p u l a t i o n 3 b e e n u s e d i m d e r r o u t i n e
t e s t c o n d i t i o n s
,
t h e t e s t w o u l d h a v e t o b e r e p e a t e d b e c a u s e i t d i d n o t m e e t t h e
m i n im u m c o n t r o l r e qu i r e m e n t s o f t h e N C M i n i - Ch r o n i c T o x i c i t y T e s t (N C D E M ,
19 8 9 ) . T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t c o p p e r w a s n e g a t i v e l y i m p a c t i n g r e p r o d u c t i o n , n o t
t h e w a s t e w a t e r s a m p l e o r D M W . Si n c e s u r v i v a l a t t h e 13 5 / i g /L l e v e l w a s s o
a d v e r s e l y a f f e c t e d (F i gu r e 14 ), i t w a s e x p e c t e d th a t r e p r o d u c t i o n w o u l d b e s im i l a r l y
a f f e c t e d
,
w h i c h w a s o b s e r v e d . A s u mm a r y o f t h e s t a t i s t i c a l l y s i gn i f i c a n t
i n t r a l a b o r a t o r y r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s i s p r e s e n t e d b e l o w i n T a b l e 9 .
T a b l e 9
S i g n i fi c a n t I n t r a l a b o r a t o r y R e p r o d u c t i o n D i f f e r e n c e s
i n P o p u l a t i o n s o f C . d u b i a i n E x p e r i m e n t 4
C u l t u r e W a t e r P o p u l a t i o n 1 P o p u l a t i o n 2 P o p u l a t i o n 3
D M W v s . WW n o " n o n o
D M W v s . 13 5 *= y e s
"
y e s y e s
WW v s . 13 5 y e s y e s y e s
S ig n i f i c a n t ly d i f f e r e n t at p
< 0 . 0 1
N o t s i gn i f i c a n t ly d i f f e r e n t a t p > 0 . 0 1
135 ^ g/ L C u i n w a s te w a t e r
6 6
F i g u r e 16 i l l u s t r a t e s t h e i n t e r l a b o r a t o r y r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s b e t w e e n th e
t h r e e p o p u l a t i o n s i n e a c h o f t h e c u lt u r e w a t e r s . I n D MW , w a s t e w a t e r , a n d th e 13 5
/ x g/ L c o p p e r s p i k e d w a s t e w a t e r t h e r e w e r e n o s i gn i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n n e o n a t e
r e p r o d u c t i o n b e t w e e n P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 . H o w e v e r , t h e r e w e r e s i g n i fi c a n t
d i f f e r e n c e s o b s e r v e d b e t w e e n C d u b i a Po p u l a t i o n s 1 a n d 3 a n d b e t w e e n 2 a n d 3 (p <
0 . 0 1) i n D M W a n d w a s t e w a t e r . P o p u l a t i o n 3 e x h i b i t e d s i g n i fi c a n t l y l o w e r n e o n a t e
r e p r o d u c t i o n t h a n t h e o t h e r t w o p o p u l a t i o n s i n t h e s e t w o c u l t u r e w a t e r s . T h e r e w e r e
n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s t h a t o c c u r r e d b e t w e e n t h e t h r e e C . d u b i a
p o p u l a t i o n s a t t h e 13 5 / i g /L c o p p e r t r e a t m e n t l e v e l , b u t a l l w e r e w e l l b e l o w t h e
m i n im u m a c c e p t a b l e n u m b e r o f 15 n e o n a t e /a d u l t / w e e k . A s u mm a r y o f t h e s t a t i s t i c a l l y
s i gn i fi c a n t i n t e r l a b o r a t o r y r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s i s p r e s e n t e d i n T a b l e 10 .
T a b l e 10
S i g n i fi c a n t I n t e r l a b o r a t o r y R e p r o d u c t i o n D i f f e r e n c e s
i n P o p u l a t i o n s o f C . d u b i a i n E x p e r i m e n t 4
P o p u l a t i o n D M W WW 13 5 Mg / L C u
1 v s . 2 n o n o n o
1 v s . 3 y e s
'
y e s n o
2 v s . 3 y e s y e s n o
y e s
= S ig n ifi c a n t l y d i ff e r e n t a t p < 0 .0 1
n o = N o t si gn i fi c a n t ly d if f e r e n t a t p > 0 . 0 1
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5 . E x p e ri m e n t 5
I n e x p e ri m e n t f i v e , o n e c o p p e r c o n c e n t r a t i o n o f 13 5 / i g /L w a s t e s t e d
a g a i n s t a D M W c o n t r o l . N o w a s t e w a t e r c o n t r o l w a s p e r f o r m e d d xi r i n g t h i s t e s t w e e k .
A n e x p e r im e n t i d e n t i c a l t o t h i s o n e , b u t w i t h a w a s t e w a t e r c o n t r o l , w a s c o n d u c t e d a t a
l a t e r t im e a n d e l im i n a t e d fr o m th e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s d u e t o e x c e s s i v e m o r t a l i t y
( 10 0% ) i n a l l t h r e e C . d u b i a po p u l a t i o n s a t t h e 13 5 f i g /L c o p p e r l e v e l . F i g u r e 1 7
p r e s e n t s t h e s u r v i v a l o f t h e th r e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s . Su r v i v a l o f t h e th r e e
p o p u l a t i o n s w a s 10 0% i n D M W, b u t w a s a d v e r s e l y a f f e c t e d i n P o p u l a t i o n s 2 a n d 3 a t
t h e 13 5 / i g /L c o p p e r l e v e l . S u r v i v a l o f P o p u l a t i o n 1 a t t h e 13 5 f i g / L l e v e l w a s a l s o
a f f e c t e d
,
b u t w a s n o t s i g n i f i c a n t l y l e s s t h a n D MW c o n t r o l s u r v i v a l . C o m p a r e d t o
E x p e ri m e n t 4 , s u r v i v a l i n t h i s e x p e ri m e n t w a s n o t a s n e g a t i v e l y im p a c t e d a t 13 5 (i g/ L
c o p p e r ; it r e m a i n e d a b o v e 6 0% w h e r e a s i t w a s < 6 0% i n t h e p r e v i o u s e x p e ri m e n t . A s
i n E x p e r i m e n t 4 , n o s t a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d o n t h e s u r v i v a l d a t a . T h e
s u r v i v a l r e s u l t s o f t h i s e x p e ri m e n t d e m o n s t r a t e t h a t t h e a d d i t i o n o f 13 5 / x g/ L c o p p e r t o
a w a s t e w a t e r s a m p l e w a s n o t a s t o x i c t o C . d u b i a a s w a s o b s e r v e d i n t h e p r e v i o u s
e x p e r im e n t . I t c a n b e s p e c u l a t e d th a t s o m e c o m p o n e n t o f t hi s w a s t e w a t e r s a m p l e
i n t e r ac t e d w i t h th e c o p p e r t o r e du c e i t s t o x i c i t y .
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F i g u r e 18 i l l u s t r a t e s t h e a v e r a g e n u m b e r o f n e o n a t e s p r o d u c e d i n D M W a n d i n
t h e 13 5 fi g / L c o p p e r s p i k e d w a s t e w a t e r . I n a l l t hr e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s , s t a t i s t i c a l l y
s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e en t h e a v e r a g e n u m b e r o f n e o n a t e s p r o du c e d i n D M W a n d
13 5 / i g /L c o p p e r w e r e o b s e r v e d (p < 0 . 0 1) . I t w a s a l s o o b s e r v e d th a t w h i l e s u r v i v a l o f
C . d u b i a i n t h e 13 5 /i g / L c o p p e r t r e a tm e n t w a s n o t a s a d v e r s e l y a f f e c t e d i n t h i s
e x p e r i m e n t c o m p a r e d t o p r e v i o u s e x p e r im e n t s , r e p r o d u c t i o n w a s s t i l l s i g n i f i c a n t l y
im p a i r e d by t h e a d d i t i o n o f c o p p e r t o ti i i s w a s t e w a t e r s a m p l e . T h i s s h o w s t h a t
s u r v i v a l c a n n o t a l w a y s b e r e l i e d u p o n f o r a c c u r a t e i n f o r m a t i o n a b o u t t he r e sp o n s e o f
o r g a n i s m s t o t o x i c i n s u l t . T h e s t a t i s t i c a l l y s i gn i f i c a n t r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s a r e
s u m m a r i z e d b e l o w i n T a b l e 1 1 .
T a b l e 1 1
S i g n i fi c a n t I n t r a l a b o r a t o r y R e p r o d u c t i o n D i f f e r e n c e s
i n P o p u l a t i o n s o f C d u b i a i n E x p e r i m e n t S
C u l t u r e W a t e r P o p u l a t i o n 1 P o p u l a t i o n 2 P o p u l a t i o n 3
D M W v s . 1 3 5 ' y e s y e s y e s
135 f i g / L C u i n w a s t e w a t e r
S i g n i f i c a n t ly d i f f e r e n t a t p < 0 .0 1
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F i gu r e 1 9 p r e s e n t s t h e a v e r a g e n e o n a t e r e p r o d u c t i o n f o r t h e t h r e e C . d u b i a
p o p u l a t i o n s i n t h e t w o c u l t u r e w a t e r s . I n D M W, th e r e w e r e n o s i gn i f i c a n t d i f f e r e n c e s
i n n e o n a t e r e p r o d u c t i o n b e tw e e n P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 an d 2 a n d 3 (p > 0 . 0 1), b u t t h e r e
w a s a s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n C d u b ia P o p u l a t i o n s 1 a n d 3 (p <
0 . 0 1) . T h e r e w e r e n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s t h a t o c c u r r e d b e t w e e n t h e
t h r e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s a t t h e 13 5 f i g /L c o i ^ j c r t r e a t m e n t l e v e l i n d i c a t i n g t h a t a l l
p o p u l a t i o n s w e r e a d v e r s e l y a f f e c t e d b y th e a d d i t i o n o f c o p p e r t o th e w a s t e w a t e r
s a m p l e . A t t h e 1 3 5 fi g fL c o p p e r l e v e l , t h e a v e r a g e n u m b e r o f n e o n a t e s w a s w e l l
b e l o w t h e a c c e p t e d m in im u m o f 15 . A s u m m a r y o f t h e s i g n i fi c a n t in t e r l a b o r a t o r y
r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s i s p r e s e n t e d b e l o w i n T a b l e 1 2 .
T a b l e 1 2
S i g n i f i c a n t I n t e r l a b o r a t o r y R e p r o d u c t i o n D i f f e r e n c e s
i n P o p u l a t i o n s o f C . d u b i a i n E x p e r i m e n t 5
P o p u l a t i o n D M W 13 5 n gf L C u
1 v s . 2 n o n o
1 v s . 3 y e s
"
n o
2 v s . 3 n o n o
y e s
= S i gn i f i c a n t ly d i f f e r e n t a t p < 0 . 0 1
n o = N o t s ig n i f i c a n t ly d i f f e r e n t a t p > 0 . 0 1
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I n e x p e ri m e n t s i x , o n e c o p p e r c o n c e n t r a t i o n o f 13 5 jt i g / L w a s t e s t e d
a l o n g w i t h a D MW c o n t r o l a n d a w a s t e w a t e r c o n t r o l . F i g u r e 2 0 i l l u s t r a t e s t h a t
s u r v i v a l w a s n o t n e g a t i v e l y im p a c t e d i n w a s t e w a t e r f o r a n y C . d u b i a p o p u l a t i o n .
F i gu r e 2 0 a l s o s h o w s th a t i n P o p u l a t i o n 1 , s u r v i v a l i n D M W a n d w a s t e w a t e r sp i k e d
w i t h 13 5 fi g /L c o p p e r w a s e q u a l l y a f f e c t e d , a n d r e m a i n e d a b o v e t h e r e q u i r e d 8 0% i n
th e c o n t r o l . A l a r g e r d i sp a ri t y w a s o b s e r v e d i n P o p u l a t i o n 2 b e t w e e n D MW a n d th e
13 5 ^ g /L c o p p e r t r e a tm e n t w h e r e s u r v i v a l i n t h e c o p p e r t r e a t m e n t w a s s i gn i f i c a n t l y
h i g h e r t h a n s u r v i v a l i n t h e D MW c o n t r o l . H a d th i s w a s t e w a t e r s a m p l e b e e n s u bm i t t e d
f o r t e s t i n g , t h e t e s t r e s u l t s w o u l d h a v e b e e n d e c l a r e d i n v a l i d s i n c e c o n t r o l s u r v i v a l w a s
< 8 0% . I n P o p u l a t i o n 3 , s u r v i v a l i n D M W w a s n o t a f f e c t e d , b u t t h e a d d i t i o n o f 13 5
/ x g/ L c o p p e r t o t h e w a s t e w a t e r s a m p l e h a d a s i gn i f i c a n t i m p a c t o n s u r v i v a l . T h e d a t a
d e m o n s t r a t e s t h a t t h e a d d i t i o n o f 1 3 5 / x g /L c o p p e r t o t h e w a s t e w a t e r s a m p l e h a d a
s i g n i f i c a n t n e g a t i v e im p a c t o n t h e s u r v i v a l o f t h e th r e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s . T h e
d e c l i n e i n s u r v i v a l in D MW f o r tw o o u t o f t h e th r e e p o p u l at i o n s i s v e r y i m u su a l . P o o r
p e r f o r m an c e o f C . d u b i a i n D M W c o u l d i n d i c a t e t h a t sp e c i f i c p o p u l a t i o n s w e r e i n
"
p o o r h e a l t h
"
a s t h e y w e r e n o t s u r v i v i n g o r r e p r o d u c i n g . T h e l a r g e d i f f e r e n c e s w e r e
p r o b a b l y d u e t o t h e i n d i v i du a l o r g a n i sm s s e l e c t e d f o r t e s t i n g , o t h e r w i s e a l l t h r e e
p o p u l a t i o n s s h o u l d h a v e b e e n a f fe c t e d s i n c e a l l r e c e i v e d t h e s a m e f o o d a n d w e r e r a i s e d
i n t h e s a m e c u l t u r e w a t e r . A s i n E x p e r im e n t s 4 a n d 5 , n o s t a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s
p e r f o r m e d o n t h e s u r v i v a l d a t a .
1 0 0
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T h e a v e r a g e n u m b e r o f n e o n a t e s p r o d u c e d b y th e th r e e C d u b i a p o p u l a t i o n s a t
t h e 13 5 jLi g / L c o p p e r l e v e l a n d t h e t w o c o n t r o l s a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 2 1 . I n
Po p u l a t i o n s 1 a n d 2 , t h e r e w e r e s t a t i st i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n th e a v e r a g e
n u m b e r o f n e o n a t e s p r o d u c e d i n D M W a n d w a s t e w a t e r (p < 0 . 0 1) , w h i c h w a s n o t
i m e x p e c t e d s i n c e s u r v i v a l w a s s i g n i f i c a n t l y a f f e c t e d i n t h e s e tw o p o p u l a t i o n s i n D M W .
N o s i gn i f i c a n t d i f f e r e n c e w a s o b s e r v e d i n P o p u l a t i o n 3 , b u t a l l o f t h e w a s t e w a t e r
c o n t r o l s p r o d u c e d m o r e n e o n a t e s t h a n t h e D MW c o n t r o l s . A s m e n t i o n e d p r e v i o u s l y ,
t h e p o o r r e p r o d u c t i v e p e r f o r m a n c e o f C . d u b i a p o p u l a t i o n s i n D M W m i gh t ha v e b e e n
d u e t o t h e i n d i v i d u a l s s e l e c t e d f o r t h e t e s t
,
o r s o m e th i n g t o x i c i n t h e D M W . H o w e v e r ,
i f D M W w a s th e s o u r c e o f t o x i c i t y , P o p u l a t i o n 3 s h o u l d h a v e e x h i b i t e d a r e s p o n s e
s im i l a r t o t h a t o b s e r v e d i n P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 . I n P o p u l a t i o n s 1 a n d 3 , s t a t i s t i c a l l y
s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s w e r e al s o n o t e d b e t w e e n th e D M W c o n t r o l a n d th e 13 5 / x g/ L
c o p p e r l e v e l (p < 0 . 0 1) . R e p r o d u c t i o n i n t h e c o p p e r t r e a t m e n t s u r p a s s e d t h a t o f t h e
D MW c o n t r o l
,
b u t o n l y i n P o p u l a t i o n 1 . T h i s w a s n o t t r u e f o r P o p u l a t i o n 2 o r 3 .
F o r t h e w a s t e w a t e r c o n t r o l s v e r s u s t h e 1 3 5 / i g / L c o p p e r t e s t , s i g n i f i c a n t r e p r o d u c t i v e
d i f f e r e n c e s w e r e o b s e r v e d i n a l l t hr e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s (p < 0 . 0 1) . I t w o u l d s e e m
fr o m th i s d a t a t ha t t h e a d d i t i o n o f c o p p e r t o w a s t e w a t e r c a u s e d a s i g n i f i c a n t n e g a t i v e
e f f e c t o n r e p r o d u c t i v e s u c c e s s o f C . d u b i a p o p u l a t i o n s , w h i l e t h e w a s t e w a t e r i t s e lf w a s
n o t t o x i c . T h e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h e w a s t e w a t e r s a m p l e u s e d i n t h i s e x p e r i m e n t
w o u l d p a s s a N C M i n i - C h r o n i c T o x i c i t y T e s t o n l y i f P o p u l a t i o n 3 w e r e u t i l i z e d
(N CD E M , 19 8 9) . B e c a u s e r e p r o du c t i o n i n t he D MW c o n t r o l s w a s s o p o o r i n
P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 , a t e s t w o u l d b e d e c l a r e d i n v a l i d a n d w o u l d h a v e t o b e r e p e a t e d
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b e c a u s e t h e a v e r a g e n u m b e r o f n e o n a t e s w e r e b e l o w th e m i n im u m s t a n d a r d . A
s u m m a r y o f t h e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t i n t r a l a b o r a t o r y r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s i s
p r e s e n t e d i n T a b l e 13 .
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T a b l e 13
Si g n i f i c a n t I n t r a l a b o r a t o r y R e p r o d u c t i o n D i f f e r e n c e s
i n P o p u l a t i o n s o f C . d u b i a i n E x p e r im e n t 6
C u l t u r e W a t e r P o p u l a t i o n 1 P o p u l a t i o n 2 P o p u l a t i o n 3
D M W v s . WW y e s " y e s n o
D MW v s . 1 3 5 ' y e s n o y e s
WW v s . 13 5 y e s y e s y e s
•
S i g n i fi c a n t ly d i ff e r e n t a t p < 0 . 0 1
''
N o t s i gn i fi c a n t ly d i f f e r e n t a t p > 0 . 0 1
'
13 5 /i g/ L C u i n w a s t e w a t e r
F i g u r e 2 2 i l l u s t r a t e s p o p u l a t i o n r e p r o d u c t i o n i n e a c h c u l t u r e w a t e r . I n D MW
a n d w a s t e w a t e r
,
t h e r e w e r e n o s i g n i f i c a n t r e p r o d u c t i v e d i f f e r e n c e s be t w e e n th e t h r e e C .
d u b i a p o p u l a t i o n s ; a l l p o p u l a t i o n s e x p e r i e n c e d d e c r e a s e d r e p r o d u c t i o n i n D MW an d
a b o v e a v e r a g e r e p r o du c t i o n i n w a s t e w a t e r . A t t h e 13 5 / x g/ L c o p p e r t r e a t m e n t l e v e l ,
t h e r e w e r e t w o s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s t h a t o c c u r r e d b e tw e e n C . d u b i a
P o p u l a t i o n s 1 a n d 3 a n d b e tw e e n P o p u l a t i o n s 2 a n d 3 (p < 0 . 0 1) . I t w o u l d a p p e a r
t h e n t h a t P o p u l a t i o n 3 w a s e s p e c i a l l y s e n s i t i v e t o c o p p e r i n w a s t e w a t e r . A v e r a g e
n e o n a t e r e p r o d u c t i o n i n P o p u l a t i o n s 2 a n d 3 w e r e w e l l b e l o w t h e r e q u i r e d 15
n e o n a t e s / f e m a l e , w h i l e i n Po p u l a t i o n 1, r e p r o d u c t i o n w a s j u s t a b o v e th e r e q u i r e d
m i n im u m . St a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t i n t e r l a b o r a t o r y r e p r o du c t i o n d i f f e r e n c e s a r e
p r e s e n t e d i n T a b l e 14 .
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= S ig n i fi c a n t ly d i f e r e n t a t p < 0 . 0 1
n o = N o t s i gn i f i c a n t ly d i f fe r e n t a t p > 0 . 0 1
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S ig n i fi c a n t ly d i f f e r e n t a t p < 0 0 1
7 0 ^ g / L C u i n w a s t e w a t e r
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13 S /i g / L C u i n w a s t e w a t e r
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T a b l e 1 6
S u m m a r y o f S i g n i f i c a n t
* I n t e r l a b o r a t o r y R e p r o d u c t i o n D i f f e r e n c e s
i n P o p u l a t i o n s o f C . d u b i a
P o p u l a t i o n D M W WW 70 f t g /L C u 10 0 n 'g/ L C u 1 3 5 / t g /L C u
1 v s . 2 1/ 6 1/ 5" 1/ 3 2 / 3 0 /3
1 v s . 3 4 / 6 1/ 5 3/ 3 3 / 3 1/3
2 v s . 3 1/ 6 1/ 5 0/ 3 1/ 3 1/3
S ig n i f i c a n t l y d i f e r e n t a t p < 0 . 0 1
O n ly S/ 6 e x p e ri m e n t s h a d a w a s t e w a t e r c o n t r o l .
I V . D I SC U S S I O N
T h e N o r t h C a r o l i n a M i n i - C h r o n i c Pa s s /F a i l E f f l u e n t T o x i c i t y T e s t w i t h
C e r i o d a p h n i a d u b ia r e q u i r e s t h a t t h e a n im a l s u s e d a s t h e c o n t r o l s m e e t c e r t a i n
m i n i m u m r e q u i r em e n t s i n o r d e r t o b e c o n s i d e r e d a v a l i d t e s t . C o n t r o l s u r v i v a l o f
> 8 0% a n d a m i n im u m th r e e b r o o d c o u n t o f 15 n e o n a t e s p e r f e m a l e m u s t b e a c h i e v e d
o v e r t h e c o u r s e o f t h e s e v e n - d a y t e s t (N C D E M , 19 89 ) . T h e r e a s o n t h a t t h e s e
m i n i m u m r e q u i r e m e n t s a r e s et i s t o a t t a i n a h i g h d e g r e e o f c o n f i d e n c e i n t h e o u t c o m e
o f t h e t e s t . W h e n c o n t r o l s u r v i v a l a n d r e p r o du c t i o n d o n o t m e e t t h e s e m i n i m u m
r e q u i r e m e n t s e v e r y t im e a t e s t i s c o n d u c t e d , t h e l e v e l o f c o n f i d e n c e i n t h e t e s t o u t c o m e
i s c o m p r o m i s e d a n d t im e , e f f o r t , a n d m o n e y a r e w a s t e d b e c a u s e t h e t e s t m u s t b e
r e p e a t e d . T h e p r i n c i p a l r e a s o n t h i s e x p e r im e n t w a s c o n d u c t e d w a s t o d e t e r m i n e i f o n e
l a b o r a t o r y p o p u l a t i o n o f C . d u b i a c o u l d c o n s i s t e n t l y m e e t t h e m i n im u m r e q u i r e m e n t s
o f a c h r o n i c b i o a s s a y , s p e c i fi c a l l y t h e N C M i n i - C h r o n i c P a s s /F a i l T o x i c i t y T e s t , m o r e
f r e q u e n t l y a n d w i th l e s s v a r i a b i l i t y t h a n o t h e r p o p u l a t i o n s o f C . d u b i a fi
-
o m d i f f e r e n t
l a b o r a t o r i e s .
P r e l im i n a r y e x p e r im e n t s e v a l u a t e d s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n o f t hr e e C . d u b i a
p o p u l a t i o n s i n D M W , w h o l e w a s t e w a t e r e f f l u e n t , a n d 50% w a s t e w a t e r e f f l u e n t s p i k e d
w i th v a r i o u s c o n c e n t r a t i o n s o f c o p p e r . A l l t h r e e p o p u l at i o n s m e t a n d e x c e e d e d th e
m i n im u m r e q u i r e m e n t s f o r c o n t r o l s u r v i v a l i n a l l o f t h e w a t e r s t e s t e d . T e s t s u r v i v a l i n
w h o l e w a s t e w a t e r e f fl u e n t a n d t h e c o p p e r s p i k e d w a s t e w a t e r w a s n o t s i g n i fi c a n t l y
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d i f f e r e n t t h a n t h e D M W c o n t r o l s . T h e o n l y e x c e p t i o n t o t h i s w a s i n t w o o f t h e h i g h e s t
c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s ( 10 0 a n d 15 0 / i g/ L ) . H o w e v e r , s i n c e t h e s e c o n c e n t r a t i o n s w e r e
o n l y t e s t e d i n o n e p o p u l a t i o n , n o c o m p a r i s o n s c a n b e m a d e b e t w e e n i t a n d t h e o t h e r
t w o p o p u l a t i o n s . I n t e rm s o f v a r i a b i l i t y , t h e r e w a s v e r y l i t t l e e i t h e r w i t h i n o r b e tw e e n
p o p u l a t i o n s .
A l l t h r e e p o p u l a t i o n s m e t a n d e x c e e d e d t h e m i n im i m i r e p r o du c t i o n r e q u i r e m e n t
i n t h e D M W c o n t r o l s . R e p r o d u c t i o n i n w h o l e w a s t e w a t e r e f f lu e n t w a s n o t
s i g n i fi c a n t l y d i f fe r e n t f r o m t h e D MW c o n t r o l s , b u t a s t h e p e r c e n t e f f l u e n t i n c r e a s e d ,
t h e n u m b e r o f n e o n a t e s p r o d u c e d i n e a c h p o p u l a t i o n d e c r e a s e d . A l l t h r e e p o p u l a t i o n s
w e r e m o r e t h a n a b l e t o m e e t t h e m i n im v im r e p r o d u c t i o n r e q u i r e m e n t o f 15 n e o n a t e s
p e r f e m a l e i n t h e D M W c o n t r o l s c o m p a r e d t o c o p p e r s p i k e d w a s t e w a t e r . I n t h e
c o p p e r s p i k e d w a s t e w a t e r , n e o n a t e r e p r o d u c t i o n r e m a i n e d a b o v e 15 n e o n a t e s p e r
f e m a l e u n t i l t h e 10 0 /x g / L c o p p e r c o n c e n t r a t i o n w a s a t t a i n e d . A g a i n , h o w e v e r , o n l y
o n e p o p u l a t i o n w a s u t i l i z e d f o r t h e s e e x p e r im e n t s s o n o c o m p a r i s o n s c a n b e d r a w n
b e t w e e n t h e t h r e e p o p u l a t i o n s . Wh e n o v e r a l l a v e r a g e n e o n a t e r e p r o d u c t i o n w a s
c o m p ar e d i n a l l p r e l im i n a r y e x p e r im e n t s , P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 c o n s i s t e n t l y p r o d u c e d
m o r e n e o n a t e s t h a n P o p u l a t i o n 3 a n d t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n s f o r P o p u l a t i o n 3 w e r e
l a r g e r t h a n t h o s e f o r P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 . T h e r e s u l t s o f t h e s e p r e l im i n a r y
e x p e r im e n t s w e r e t h e fi r s t i n d i c a t i o n t h a t t h e r e m i gh t b e d i f f e r e n c e s i n t h e p e r f o rm a n c e
o f C . d u b i a p o p u l a t i o n s . B e c a u s e t h e p o p u l a t i o n s w e r e r a i s e d i n i d e n t i c a l c u l t u r e
w a t e r s a n d o n i d e n t i c a l d i e t s o f S . c a p r i c o r n u t u m a n d Y C T , t h e o n l y s o u r c e o f
v a r i a b i l i t y i n t h e t e s t o u t c o m e w a s p o p u l a t i o n .
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T h e e x t e n d e d c o p p e r / e f fl u e n t e x p e ri m e n t s e v a l u a t e d t h e s u r v i v a l a n d
r e p r o d u c t i o n o f t hr e e p o p u l a t i o n s o f C . d u b i a i n 5 0% w a s t e w a t e r c o m p a r e d t o a D M W
c o n t r o l , t h e s t a n d a r d N C M i n i - C h r o n i c T o x i c i t y T e s t . D u r i n g t h e c o xi r s e o f t h e l o n g -
t e r m e x p e r im e n t s , s u r v i v a l o f t h e t h r e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s w a s 10 0% i n b o t h D MW
a n d w a s t e w a t e r , w i t h th e e x c e p t i o n o f D M W i n E x p e r im e n t 6 . O u t s i d e o f E x p e r i m e n t
6
,
t h e r e w a s n o v a r i a b i l i t y i n s u r v i v a l w i t h i n o r b e tw e e n t h e th r e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s
i n t h e s e tw o w a t e r s . T h e r e s u l t s o f t h e f o u r c o m p l e t e e x p e r i m e n t s (E x p e r im e n t 5 h a d
n o w a s t e w a t e r c o n t r o l ) i n d i c a t e d th a t h a d a n y o f t h e t h r e e C . d u b i a p o p u l a t i o n s b e e n
u s e d i n t h e N C M in i - C h r o n i c T o x i c i t y T e s t , t h e t e s t s w o u l d h a v e be e n v a l i d s i n c e
c o n t r o l s u r v i v a l m e t a n d e x c e e d e d t h e m i n im u m 8 0% r e q u i r e d o f e a c h p o p u l a t i o n
(N C D E M , 19 89 ) .
I n E x p e r im e n t 6 , s u r v i v a l o f P o p u l a t i o n 2 w a s s e r i o u s l y a f f e c t e d i n D M W.
Su r v i v a l i n P o p u l a t i o n s 1 a n d 3 w a s a b o v e t h e r e qu i r e d m i n im u m o f 80% a t 83 a n d
10 0%
,
r e s p e c t i v e l y . A l l o b s e r v e d d e a t h s o c c u r r e d n a t u r a l l y a n d w e r e n o t d u e t o p o o r
h a n d l i n g d u r i n g a t r a n s f e r t o f r e sh c u l t u r e w a t e r . T h e d e a t h s w e r e n o t d u e t o d i e t
b e c a u s e C . d u b i a i n w a s t e w a t e r r e c e i v e d t h e s a m e f o o d a s t h e D M W c o n t r o l s a n d th e
s u r v i v a l i n w a s t e w a t e r w a s u n a f f e c t e d . H o w e v e r , d i e t a l o n e m a y n o t p r o v i d e a l l o f t h e
n u t r i t i v e c o m p o n e n t s (t r a c e e l e m e n t s a n d o r g a n i c n u t r i e n t s ) n e c e s s a r y f o r a d e qu a t e
d a p h n i d g r o w t h ; s o m e o f t h e s e n u t r i t i v e c o m p o n e n t s a r e o n l y a v a i l a b l e i n w a s t e w a t e r
o r o the r n a t u r a l s u r f a c e w a t e r s (N CD E M , 19 9 0 ) . I n a n o n - t o x i c w a s t e w a t e r , t h e
p r e s e n c e o f a d d i t i o n a l f o o d m a t e r i a l c a n a n d o ft e n do e s p r o v i de a n a dd i t i o n a l f o o d
s o u r c e f o r C . d u b i a t h a t a l l o w s f o r i n c r e a s e d s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n c o m p a r e d t o a
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c o n t r o l s o l u t i o n (N C D EM , 19 9 0 ) . T h e c a u s e o f d e a t h m i g h t h a v e b e e n d u e t o t h e
qu a l i t y o f t h e D MW a t th e t im e i t w a s u s e d . P o o r w a t e r q u a l i t y c o u l d h a v e r e s u l t e d
f r o m th e i n t r o d u c t i o n o f c o n t a m i n a n t s f r o m th e d i s t i l l e d - d e i o n i z e d w a t e r
,
o r t h e
c o m p r e s s e d z e r o - g r a d e a i r u s e d t o p r e p a r e t h e D MW . E l i a s ( 19 9 1 ), c i t e d a s t u d y b y
W i n n e r ( 19 7 6 ) , s t a t i n g th a t t o x i c i t y i n l a b o r a t o r y d i l u t i o n w a t e r s c a n r e s u l t fr o m
i n c o m p l e t e r e m o v a l o f c o n t a m i n a n t s f r o m t h e w a t e r a n d t h a t t o x i c o r g a n i c s m a y l e a c h
f r o m i o n - e x c h a n g e r e s i n s i n t o t h e w a t e r . I f t h e s e f a c t o r s w e r e r e s p o n s i b l e f o r t h e
t o x i c i t y , t h e n i t i s s u r p r i s i n g th a t P o p u l a t i o n 3 s u r v i v a l w a s u n a f f e c t e d ( 10 0% ) . I n
a d d i t i o n
,
t h e s a m e l o t o f D MW w a s u s e d t o m ak e u p th e w a s t e w a t e r s o l u t i o n , b u t t h a t
w a t e r h a d n o e f f e c t o n s u r v i v a l i n an y o f t h e p o p u l a t i o n s a n d p r o b a b l y a c t e d a s a
b u f f e r a g a i n s t a n y c o n t a m i n a n t s p r e s e n t i n t h e D M W . P o p u l a t i o n i s t h e o n l y o t h e r
p o s s i b l e e x p l a n a t i o n f o r t h e s u r v i v a l d i f f e r e n c e s o b s e r v e d i n E x p e r i m e n t 6 . T h e
n e o n a t e s r a n d o m l y s e l e c t e d f o r t e s t i n g fr o m P o p u l a t i o n s 1 a n d 3 a p p e a r e d t o b e m o r e
r e s i s t a n t t o D M W to x i c i t y a n d th u s w e r e a b l e t o s u r v i v e . T h e s e l e c t i o n o f o r g a n i s m s
f r o m a po p u l a t i o n f o r t e s t i n g i s a r a n do m p r o c e s s a n d e v e n th o u g h e v e r y a t t e m p t i s
m a d e t o c h o o s e n e o n a t e s f r o m th e h e a l t h i e s t a d u l t s , i t i s p o s s i b l e t h a t t h e o r g a n i sm s i n
P o p u l a t i o n 2 w e r e n o t a s r o b u s t a s t h e y m i g h t h a v e f i r s t a p p e a r e d . E v e n t h o u g h
s u r v i v a l o f P o p u l a t i o n s 1 a n d 3 w a s a b o v e t h e m i n im u m r e q u i r e m e n t , t h e r e s u l t s f o r
r e p r o d u c t i o n w e r e s i g n i fi c a n t l y b e l o w a n d j u s t a b o v e t h e r e q u i r e d 15 n e o n at e s / f e m a l e ,
r e sp e c t i v e l y i n E x p e r im e n t 6 . A s im i l a r o b s e r v at i o n w a s m a d e i n E x p e r im e n t 4 , w h e r e
P o p u l a t i o n 3 s u r v i v a l w a s 10 0% i n D M W, b u t t h e a v e r a g e n u m b e r o f n e o n a t e s w a s
be l o w t h e r e qu i r e d 1 5 . T h i s d e m o n s t r at e s t h a t i t i s p o s s i b l e t o h a v e z e r o m o r t a l i t y a n d
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s t i l l n o t b e a b l e t o m e e t t h e m i n im u m r e p r o du c t i o n r e q u i r e m e n t s o f t h e s e v e n - d a y C .
d u b i a t e s t b e c a u s e o f l o w f e c u n d i t y . P o o r r e p r o d u c t i o n r e s u l t s i n D M W w o u l d
i n v a l i d a t e t h e N C M i n i - C h r o n i c T o x i c i t y T e s t w i t h t h e u s e o f P o p u l a t i o n 3 i n
E x p e r im e n t 4 a n d w i t h P o p u l a t i o n 1 i n E x p e r i m e n t 6 b e c a u s e c o n t r o l r e p r o d u c t i o n w a s
s i g n i f i c a n t l y b e l o w t h e m i n im u m r e q u i r e m e n t , e v e n t h o u g h s u r v i v a l w a s gr e a t e r t h a n
8 0% i n b o t h c a s e s (N C D E M , 19 8 9) . T h e s e r e s u l t s d e m o n s t r a t e t h a t s u r v i v a l m a y n o t
b e t h e b e s t m e a s u r e o f C . d u b i a h e a l t h ; r e p r o d u c t i o n m a y b e a m o r e s e n s i t i v e
i n d i c a t i o n o f C . d u b i a h e a l t h b e c a u s e i t i s a s u b - l e t h a l e f f e c t t h a t t a k e s a l o n g e r t im e t o
m an i f e s t i t s e l f
O v e r a l l r ep r o d u c t i o n i n t h e th r e e p o p u l a t i o n s w a s e x c e l l e n t i n b o th w a s t e w a t e r
a n d D M W v ^dt h t h e e x c e p t i o n o f P o p u l a t i o n 3 i n E x p e r im e n t 4 a n d a l l t hr e e
p o p u l a t i o n s i n E x p e r im e n t 6 a s d i s c u s s e d i n t h e p r e c e d i n g p a r a g r a p h . R e p r o du c t i o n
d a t a w a s m o r e v a r i a b l e t h a n s u r v i v a l d a t a . I n t r a l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y w a s m e a s u r e d a s
a c o m p a r i s o n o f a v e r a g e n e o n a t e r e p r o du c t i o n w i t h i n e a c h C . d u b i a p o p u l a t i o n i n t h e
t w o t yp e s o f w a t e r . N o i d e n t i c a l r e sp o n s e s w e r e o b s e r v e d i n a n y o n e p o p u l a t i o n fr o m
e x p e r im e n t t o e x p e r i m e n t , w h i c h w o u l d i n d i c a t e t h a t t e m p o r a l v a r i a b i l i t y (v a r i a b i l i t y
f r o m e x p e r i m e n t t o e x p e r im e n t o v e r t im e ) w a s h i g h , b u t sp a t i a l v a r i a b i l i t y (v ar i a b i l i t y
w i t h i n a s p e c i fi e d t e s t p e r i o d ) a p p e ar e d t o b e l e s s f o r t e s t s c o n d u c t e d c o n c u r r e n t l y
w i t h i n a p o p u l a t i o n . T h e s e r e s u l t s a g r e e w i t h t h e 19 8 9 E P R I s t u d y t h a t e v a l u a t e d
i n t r a l a b o r a t o r y v ar i a b i l i t y bo th sp a t i a l l y a n d t e m p o r a l l y . T h e y c o n c l u d e d t h a t t e m p o r a l
v a r i a b i l i t y w a s l a r g e r t h a n sp a t i a l v a r i a b i l i t y (E P RI , 19 8 9) . F o r e x a m p l e , a l l t h r e e
p o p u l a t i o n s s h o w e d s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s (p < 0 . 0 1) b e tw e e n
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w a s t e w a t e r a n d D M W i n E x p e r im e n t 1 , w h e r e t h e a v e r a g e n u m b e r o f n e o n a t e s
p r o d u c e d i n D M W w a s s i g n i fi c a n t l y h i gh e r t h a n i n w a s t e w a t e r . B e c a u s e o f t h e
s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e i n r e p r o d u c t i o n b e t w e e n t h e D MW c o n t r o l s a n d t h e w a s t e w a t e r
s a m p l e , t h e w a s t e w a t e r s a m p l e w o u l d h a v e f a i l e d a r o u t i n e s c r e e n i n g t e s t r e g a r d l e s s o f
w h i c h C d u b i a p o p u l a t i o n w a s u s e d (N CD EM , 19 8 9 ) . I n E x p e r i m e n t 2 h o w e v e r ,
t h e r e w e r e n o s i gn i fi c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n D M W a n d w a s t e w a t e r i n a n y p o p u l a t i o n
a n d i n E x p e r im e n t 3 , a d i f f e r e n c e i n r e p r o d u c t i o n w a s n o t e d b e t w e e n t h e tw o w a t e r s i n
P o p u l a t i o n 1 , b u t n o t i n t h e o t h e r tw o p o p u l a t i o n s . I n E x p e r im e n t 2 w h e r e n o
r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s w e r e o b s e r v e d b e t w e e n t h e t w o t y p e s o f w a t e r , n e o n a t e
r e p r o d u c t i o n i n w a s t e w a t e r w a s h i g h e r t h a n i n D M W . M o r e o ft e n t h e n n o t , C . d u b i a
c u l t u r e d i n w a s t e w a t e r e f fl u e n t s o r n a t u r a l s u r f a c e w a t e r s p r o d u c e m o r e n e o n a t e s t h a n
C . d u b i a c u l t u r e d i n a s t a n d a r d l a b o r a t o r y w a s t e r l i k e D M W . N u t r i e n t s t h a t h a v e t o b e
a d d e d t o D M W (b a c t e r i a , y e a s t s , a l g a e , f a t s , a n d p r o t e in s ) a r e o ft e n a l r e a d y p r e s e n t i n
l a r g e q u a n t i t i e s i n m a n y n o n - t o x i c w a s t e w at e r d i s c h ar g e s . S u c h n u t r i e n t s p r o v i d e a n
a d d i t i o n a l f o o d s o u r c e t o C . d u b i a
,
t h u s
,
t h e o b s e r v e d i n c r e a s e i n n e o n a t e r e p r o du c t i o n
(N CD EM , 19 9 0 ) . T h i s p h e n o m e n o n w a s o b s e r v e d r e p e a t e d l y i n t h e U N C - C H
l a b o r a t o r y w h e r e C . d u b i a p o p u l a t i o n s w e r e c u l t u r e d s im u l t a n e o u s l y i n D M W,
w a s t e w a t e r e f fl u e n t
,
a n d a n a t u r a l s u r f a c e w a t e r (p o n d w a t e r ) . C . d u b i a p o p u l a t i o n s i n
D M W p r o d u c e d f e w e r n e o n at e s o n a v e r a g e t h an th e i r c o u n t e r p a r t s i n w a s t e w a t e r an d
n a t u r a l s u r f a c e w a t e r .
O n e e x p l a n a t i o n f o r t h e i n t r a l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y i s t he s o i i r c e o f t h e
w a s t e w a t e r s a m p l e s u s e d d u r i n g e a c h e x p e r im e n t . R e m e mb e r t h a t a f r e s h s a m p l e o f
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w h o l e w a s t e w a t e r e f f l u e n t w a s r e c e i v e d e a c h w e e k w h e n a n e w e x p e r im e n t w a s
i n i t i a t e d . I t i s v e r y l i k e l y t h a t e a c h w a s t e w a t e r s a m p l e w a s c h e m i c a l l y a n d p h y s i c a l l y
d i f f e r e n t fr o m o th e r w a s t e w a t e r s a m p l e s r e c e i v e d o v e r t h e c o u r s e o f t h e e x p e r i m e n t s .
Se v e r a l t im e s t h e s a m p l e s r e c e i v e d f r o m th e So u t h B u r l i n gt o n f a c i l i t y w e r e
m a l o d o r o u s a n d v e r y d a r k i n c o l o r . O t h e r t im e s , t h e s a m p l e s w e r e q u i t e c l e a r .
V a r i a t i o n i n t h e q u a l i t y o f t h e w a s t e w a t e r s a m p l e m i g ht e x p l a i n s o m e o f t h e v a r i a b i l it y
i n p o p u l a t i o n r e s p o n s e . I t i s a l s o p o s s i b l e t h a t v a r i a b i l i t y i n t h e w a s t e w a t e r s a m p l e s
c o m p o i m d e d t h e e f f e c t s o f p o p u l a t i o n v a r i a b i l i t y . I t c o u l d a l s o be t h a t r e p r o d u c t i o n i n
C . d u b i a i s n a t u r a l l y c y c l i c a l s i n c e o b s e r v e d p e r i o d s o f h i g h a n d l o w r e p r o d u c t i o n
w e r e a b o u t t h e s a m e i n a l l t hr e e p o p u l a t i o n s .
I n t e r l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y w a s m e a s u r e d a s a c o m p a r i s o n o f a v e r a g e n e o n a t e
r e p r o d u c t i o n b e tw e e n e a c h p o p u l a t i o n o f C d u b i a i n D M W a n d w a s t e w a t e r . Se v e r a l
o b s e r v a t i o n s w e r e m a d e a b o u t t h e r e p r o d u c t i v e a b i l i t y o f t h e t h r e e p o p u l a t i o n s b a s e d
o n t h e r e s u l t s . I n D MW
,
th e r e w a s a c o n s i s t e n t p a t t e r n o b s e r v e d b e t w e e n P o p u l a t i o n s
1
,
2
,
a n d 3 . In f i v e o u t o f t h e s i x e x p e r im e n t s . P o p u l a t i o n 1 p r o d u c e d m o r e n e o n a t e s
t h a n P o p u l a t i o n 2 , a n d P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 p r o d u c e d m o r e n e o n a t e s t h a n Po p u l a t i o n 3 .
I n E x p e r i m e n t s 3 a n d 4 , P o p u l a t i o n 3 r e p r o d u c t i o n w a s j u s t b a r e l y a b o v e t h e r e q u i r e d
m i n im u m a n d b e l o w th e r e q u i r e d m i n i m u m , r e sp e c t i v e l y . I n E x p e r im e n t 6 ,
r e p r o du c t i o n w a s a d v e r s e l y a f f e c t e d i n D MW f o r a l l t h r e e p o p u l a t i o n s a s d i s c u s s e d
p r e v i o u s l y , h o w e v e r , n o o n e p o p u l a t i o n p e r f o r m e d s i g n i fi c a n t l y t h a n th e o th e r tw o .
I n E x p e r im e n t 6 , Po p u l a t i o n 3 w a s a b l e t o p r o d u c e m o r e n e o n a t e s t h a n Po p u l a t i o n s 1
a n d 2
,
bu t o v e r a l l r e p r o d u c t i o n i n t h e t h r e e p o p u l a t i o n s w a s n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t .
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T h i s w a s t h e o n l y i n s t a n c e w h e r e t h i s o c c u r r e d a n d w a s a d i r e c t r e s u l t o f t h e m o r t a l i t y
o b s e r v e d i n P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 . E x p e r im e n t 6 w a s c o n s i d e r e d u n u s u a l i n t h i s r e g a r d .
T h e m a j o r i t y o f t h e r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s i n D M W o c c u r r e d b e t w e e n P o p u l a t i o n s 1
a n d 3 . R e p r o d u c t i o n i n P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 a n d 2 a n d 3 w e r e t y p i c a l l y n o t
s i gn i fi c a n t l y d i f f e r e n t i n D M W i n a n y o f t h e e x p e r i m e n t s (p > 0 . 0 1) .
R e p r o d u c t i o n i n w a s t e w a t e r w a s l e s s v a r i a b l e t h a n i n D M W b e t w e e n t h e t h r e e
p o p u l a t i o n s . I n t h e fi v e c o m p l e t e e x p e r im e n t s w i t h w a s t e w a t e r , o n l y t w o e x p e r im e n t s
s h o w e d s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s i n p o p u l a t i o n r e p r o du c t i o n . P o p u l a t i o n s 1
a n d 3 a n d 2 a n d 3 i n E x p e r im e n t 4 w e r e s i gn i fi c a n t l y d i f f e r e n t f r o m e a c h o t h e r (p <
0 . 0 1) . I n E x p e r im e n t 2 , P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 w e r e s i gn i fi c a n t l y d i f f e r e n t i n w a s t e w at e r
(p < 0 . 0 1) . A s o b s e r v e d i n D M W , th e r e w a s a c o n s i s t e n t p a t t e r n o f d e c r e a s i n g
r e p r o du c t i o n f r o m P o p u l a t i o n 1 t o P o p u l a t i o n 3 . I n m o s t i n s t a n c e s , Po p u l a t i o n 1
p r o d u c e d m o r e n e o n a t e s t h a n P o p u l a t i o n s 2 a n d 3 a l t h o u g h t h e d i f f e r e n c e s b e tw e e n 1
a n d 2 a n d 2 a n d 3 w a s n o t u s u a l l y v e r y l a r g e . W h i l e r e p r o d u c t i o n i n Po p u l a t i o n s 2
a n d 3 w a s o n l y s i gn i fi c a n t l y d i f f e r e n t i n o n e e x p e r i m e n t , o v e r a l l r e p r o d u c t i o n i n
P o p u l a t i o n 3 w a s u s u a l l y l e s s i n D M W a n d w a s t e w a t e r . R e p r o d u c t i o n i n P o p u l a t i o n s
1 a n d 2 a n d 2 a n d 3 w e r e t y p i c a l l y n o t s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t i n w a s t e w a t e r i n a n y o f
t h e e x p e r im e n t s (p > 0 . 0 1) .
W h i l e t h e i n t e r l a b o r a t o r y d i f f e r e n c e s i n n e o n a t e r e p r o d u c t i o n w e r e n o t a l w a y s
s t a t i s t i c a l l y s i gn i fi c a n t b e t w e e n t h e p o p u l a t i o n s , i t i s r e a s o n a b l e t o c o n c l u d e t h a t i f
d i s c h a r g e r s w e r e t o s e l e c t a l a b o r a t o r y p o p u l a t i o n f o r t e s t i n g t h e i r e f fl u e n t s , t h e
c h an c e s o f c o n d u c t i n g a v a l i d t e s t w i t h > 8 0% c o n t r o l s u r v i v a l a n d c o n t r o l
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r e p r o d u c t i o n o f 15 n e o n a t e s / f e m a l e w o u l d b e i n c r e a s e d w i th P o p u l a t i o n s 1 o r 2 .
W h i l e a l l p o p u l a t i o n s a p p e a r e d t o c o n s i s t e n t l y m e e t t h e s u r v i v a l c r i t e r i a f o r t h e N C
M i n i - C h r o n i c T o x i c i t y T e s t , Po p u l a t i o n s 1 a n d 2 m e t a n d e x c e e d e d t h e r e p r o d u c t i v e
c r i t e r i a m o r e c o n s i s t e n t l y a n d w i th l e s s v a r i a b i l i t y t h a n P o p u l a t i o n 3 . B e c a u s e o f t h e
e x c e l l e n t r e sp o n s e s o f P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 , a h i g h l e v e l o f c o n f i d e n c e c a n b e p l a c e d i n
t h e o u t c o m e o f t h e N C M i n i - C h r o n i c T o x i c i t y T e s t . A s s u m i n g th a t a w a s t e w a t e r
s a m p l e s u bm i t t e d f o r t e s t i n g w a s n o n - t o x i c , i t w o u l d b e e x p e c t e d t h a t a l l p o p u l a t i o n s
w o u l d p a s s t h e t e s t . H o w e v e r , i f t h e s am p l e w a s t o x i c it w o u l d a p p e a r t h a t
Po p u l a t i o n s 1 an d 2 w o u l d s u r v i v e a n d r e p r o d u c e w i t h g r e a t e r c o n s i s t e n c y a n d l e s s
v ar i a b i l i t y t h a n P o p u l a t i o n 3 , t h u s i n c r e a s i n g t h e c h a n c e s o f p a s s i n g t h e t e s t a n d n o t
v i o l a t i n g a N P D E S p e r m i t i f t h e s e t w o p o p u l a t i o n s w e r e u s e d . T h i s m e a n s t h a t t h e
s e l e c t i o n o f a p a r t i c u l a r l a b o r a t o r y f o r e f fl u e n t t e s t i n g i s c r i t i c a l t o a d i s c h a r g e r s i n c e i t
m a y m e a n th e d i f f e r e n c e b e t w e e n c o n t i n u i n g i n e x p e n s i v e r o u t i n e t e s t i n g o f t h e i r
e f fl u e n t a n d h a v i n g t o i n i t i a t e a n e x p e n s i v e T o x i c i t y R e d u c t i o n E v a l u a t i o n (T R E ). I f
t h e g o a l w a s t o s e t p r o t e c t i v e w a t e r q u a l i t y r e g u l a t i o n s i n s t e a d o f N P D E S c o m p l i a n c e ,
a d i f f e r e n t s c e n a r i o e m e r g e s . P o p u l a t i o n 3 c o n s i s t e n t l y e x h i b i t e d d e c r e a s e d s u r v i v a l
a n d r e p r o d u c t i o n c o m p a r e d t o Po p u l a t i o n s 1 a n d 2 , t h u s i t a p p e a r e d t o b e t h e m o s t
s e n s i t i v e o f t h e t h r e e p o p u l a t i o n s . B e c a u s e i t w a s t h e m o s t s e n s it i v e p o p u l a t i o n , i t s
s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n c o u l d b e u s e d a s a n e f f e c t i v e t o o l f o r e v a l u a t i n g w a t e r
q u a l i t y w i t h r e s p e c t t o c h r o n i c a l l y t o x i c e f fl u e n t s .
Se v e r a l o b s e r v a t i o n s a b o u t t h e r e s p o n s e o f t h e t h r e e p o p u l a t i o n s i n w a s t e w a t e r
s p i k e d w i t h c o p p e r w e r e m a de . I n m o s t c a s e s , s u r v i v a l a t t h e 7 0 a n d 10 0 / t g /L c o p p e r
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c o n c e n t r a t i o n s w a s e qu a l t o a n d s o m e t im e s g r e a t e r t h a n s u r v i v a l i n t h e D MW an d
w a s t e w a t e r c o n t r o l s w h e r e c o n t r o l s u r v i v a l m e t t h e > 8 0% s t a n d a r d f o r t h e N C M i n i -
C hr o n i c T o x i c i t y T e s t (N C D EM , 19 8 9 ) . I n a d d i t i o n , t h e v a r i a b i l i t y v n th i n a n d
b e t w e e n t h e t h r e e p o p u l a t i o n s w a s m i n i m a l a s i t w a s i n t h e t w o c o n t r o l c u l t u r e w a t e r s .
S u r v i v a l a t t h e 1 3 5 / x g /L c o p p e r c o n c e n t r a t i o n w a s a l o t m o r e v a r i a b l e fr o m
e x p e r im e n t t o e x p e r im e n t w i t h i n a n d b e tw e e n p o p u l a t i o n s . Su r v i v a l a t t hi s c o p p e r
c o n c e n t r a t i o n w a s o ft e n s i gn i fi c a n t l y l e s s t h a n t h e D M W a n d w a s t e w a t e r c o n t r o l
s u r v i v a l i n o n e o r m o r e o f t h e p o p u l at i o n s . A t t h i s h i g h c o n c e n t r a t i o n o f c o p p e r ,
s u r v i v a l v a r i a b i l i t y m i g h t h a v e b e e n du e t o s o m e i n t e r a c t i o n (o r l a c k t h e r e o f ) b e t w e e n
th e o r g a n i c c o n s t i t u e n t s o f t h e w a s t e w a t e r a n d th e c o p p e r i n a d d i t i o n t o t h e v ar i a b i l i t y
i n p o p u l a t i o n .
R e p r o d u c t i o n i n t h e s p i k e d w a s t e w a t e r s a m p l e s w a s m o r e v a r i a b l e t h a n s u r v i v a l
a t a l l c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s . I n t r a l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y w a s m e a s u r e d a s a c o m p a r i s o n
o f a v e r a g e n e o n a t e r e p r o d u c t i o n w i t h i n e a c h C . d u b i a p o p u l a t i o n i n e a c h s p i k e d
w a s t e w a t e r s a m p l e c o m p a r e d t o a D M W a n d w a s t e w a t e r c o n t r o l . N o i de n t i c a l
r e s p o n s e s w e r e o b s e r v e d i n a n y o n e p o p u l a t i o n fr o m e x p e r im e n t t o e x p e r im e n t , w h i c h
w o u l d i n d i c a t e th a t t e m p o r a l v a r i a b i l i t y w a s h i g h , b u t s p a t i a l v ar i a b i l i t y a p p e a r e d t o b e
l o w . A g a i n , t h i s i s i n a gr e e m e n t w i t h t h e E P R I s t u d y w h e r e t e m p o r a l v a r i a b i l i t y w a s
l a r g e r t h a n s p a t i a l v a r i a b i l i t y (E PR I , 19 8 9) . O v e r t h e p e r i o d i n w h i c h e x p e r im e n t s
w e r e c o n d u c t e d , v a r i a b i l i t y w i t h i n P o p u l a t i o n s 2 a n d 3 w a s l e s s t h a n t ha t f o r
P o p u l a t i o n 1, e s p e c i a l l y a t t h e tw o l o w e r c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s , b u t w a s a b o u t e q u a l
f o r t h e t hr e e p o p u l a t i o n s a t t h e h i g h e s t c o p p e r c o n c e n t r a t i o n w h e r e a lm o s t a l l t h e
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2 0 /x g / L ) t o c r e a t e t h e s a m e r e s p o n s e i n C . d u b i a p o p u l a t i o n s (u n p u b l i s h e d d a t a ) . T h e
i n c r e a s e d am o u n t s o f c o p p e r i n w a s t e w a t e r r e qu i r e d t o r e d u c e r e p r o d u c t i o n i n d i c a t e
t h a t s o m e i n t e r a c t i o n b e t w e e n t h e c o p p e r a n d t h e o r g a n i c c o n s t i t u e n t s i n w a s t e w a t e r
(t h a t a r e n o t p r e s e n t i n D M W) c ei n r e d u c e o r i n c r e a s e w a s t e w a t e r t o x i c i t y t o C . d u b i a .
C o m p a r e d t o w a s t e w a t e r c o n t r o l s , s p i k e d w a s t e w a t e r s a m p l e s u s u a l l y h a d s i g n i fi c a n t l y
l o w e r r e p r o d u c t i o n i n a l l p o p u l a t i o n s , e sp e c i a l l y a t t h e 13 5 / x g/ L l e v e l . T h i s i s n o t
u n e x p e c t e d s i n c e s u r v i v a l w a s a l s o s i g n i fi c a n t l y im p a c t e d a t t h i s l e v e l . T h e a d d i t i o n o f
7 0 o r 10 0 / i g /L c o p p e r t o w a s t e w a t e r d i d n o t a lw a y s r e s u l t i n a s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t
r e s p o n s e o f t h e C . d u b i a p o p u l a t i o n s ; u s u a l l y t h e 10 0 / x g /L c o n c e n t r a t i o n d e p r e s s e d
r e p r o d u c t i o n m o r e t h a n th e 70 ^ g /L c o n c e n t r a t i o n , b u t t h i s w a s n o t a l w a y s t r u e . I n
s o m e i n s t a n c e s , t h e w a s t e w a t e r s a m p l e s s p i k e d w i th c o p p e r h a d h i gh e r a v e r a g e n e o n a t e
r e p r o d u c t i o n t h a n t h e w a s t e w a t e r c o n t r o l s w h i c h w o u l d i n d i c a t e t h a t t h e c o p p e r w a s
m a s k i n g s o m e o t h e r t o x i c c o n s t i t u e n t o f t h e w a s t e w a t e r .
I n t e r l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y w a s m e a s u r e d a s c o m p a r i s o n o f a v e r a g e n e o n a t e
r e p r o d u c t i o n b e t w e e n e a c h p o p u l a t i o n o f C d u b i a i n t h e w a s t e w a t e r s a m p l e s sp i k e d
w i t h c o pp e r . T h e i n t e r l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y b e t w e e n D MW an d w a s t e w a t e r w a s
a l r e a dy d i s c u s s e d p r e v i o u s l y i n t h i s d i s c u s s i o n . I n t h e t h r e e e x p e r im e n t s w h e r e 7 0 a n d
10 0 / x g /L c o p p e r w a s t e s t e d , a c o n s i s t e n t p a t t e r n w a s i d e n t i f i e d b e t w e e n th e th r e e
p o p u l a t i o n s t h a t w £i s i d e n t i c a l t o t h e p a t t e r n o b s e r v e d i n D M W . Po p u l a t i o n 1
p r o d u c e d m o r e n e o n a t e s t h an P o p u l a t i o n 2 , w h i c h p r o d u c e d m o r e n e o n a t e s t h a n
P o p u l a t i o n 3 , w h i c h w a s a l s o l e s s t h a n P o p u l a t i o n 1 . T h e d i f f e r e n c e s w e r e s i g n i fi c a n t
i n a l l t h r e e e x p e r i m e n t s b e t w e e n P o p u l a t i o n s 1 a n d 3 , s u g g e s t i n g t h a t P o p u l a t i o n 3 w a s
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m o r e s e n s i t i v e t o c o p p e r i n w a s t e w a t e r t h a n P o p u l a t i o n 1 , s i n c e i t p r o d u c e d th e f e w e s t
n u m b e r o f n e o n a t e s . I n t w o o f t h e t h r e e e x p e r im e n t s , P o p u l a t i o n 1 p r o d u c e d
s i g n i f i c a n t l y m o r e n e o n a t e s t h a n Po p u l a t i o n 2 , a g a i n s u g ge s t i n g a d i f f e r e n c e i n c o p p e r
s e n s i t i v i t y . T h e i n t e r l a b o r a t o r y d i f f e r e n c e s w e r e m i n im a l b e tw e e n P o p u l a t i o n s 2 a n d
3 ; a t 10 0 / x g / L th e r e w a s o n l y o n e s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e b e tw e e n t h e s e t w o
p o p u l a t i o n s . T h e r e w a s n o c o n s i st e n t p a t t e r n n o t e d b e t w e e n t h e t hr e e p o p u l a t i o n s a t
t h e 13 5 ^ g/ L c o n c e n t r a t i o n . I n t w o o f t h e t h r e e e x p e r im e n t s w i t h 13 5 ^ g /L c o p p e r ,
t h e r e w e r e n o s i g n i fi c a n t r e p r o d u c t i o n d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e t h r e e p o p u l a t i o n s , b u t i n
E x p e r im e n t 6 , Po p u l a t i o n s 1 a n d 3 a n d 2 a n d 3 w e r e s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t . C o m p a r e d
t o t h e w a s t e w a t e r c o n t r o l s
,
i n t e r l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y i n t h e c o p p e r t r e a t m e n t s w a s
h i gh e r s u g g e s t i n g th a t t h e a d d i t i o n o f c o p p e r t o w a s t e w a t e r i n c r e a s e s t h e v a r i a b i l it y i n
t h e r e s p o n s e o f p o p u l a t i o n s an d a s c o n c e n t r a t i o n i n c r e a s e s s o d o e s v ar i a b i l i t y .
V . C O N C L U SI O N S A N D R E C O M M EN D A T I O N S
1 . W i t h a f e w e x c e p t i o n s , s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n o f a l l C . d u b i a p o p u l a t i o n s
w e r e a b o v e t h e m i n im u m r e q u i r e m e n t s o f t h e N o r t h C a r o l i n a C e r i o d a p h n i a
M i n i - Ch r o n i c P a s s / F a i l T o x i c i t y T e s t i n D M W a n d 5 0% w a s t e w a t e r .
2 . A s c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s i n c r e a s e d i n w a s t e w a t e r , s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n
d e c r e a s e d
,
b u t n o t u n t i l c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s i n c r e a s e d a b o v e 10 0 /x g / L .
3 . T h e a d d i t i o n o f c o p p e r t o w a s t e w a t e r e f fl u e n t s c a n c h a n g e t h e t o x i c i t y o f
w a s t e w a t e r e f fl u e n t s
,
a t t im e s r e d u c i n g i t s t o x i c i t y , a t o t h e r s i n c r e a s i n g i t . T h i s
i s a n a d d it i o n a l s o u r c e o f v a r i a b i l i t y i n d e a l i n g w i t h e f fl u e n t s b e c a u s e
w a s t e w a t e r e f fl u e n t s d o n o t r e m a i n t h e s a m e o v e r t im e . T h e i r c h e m i c a l
,
p h y s i c a l , a n d b i o l o g i c a l i n t e g r i t y fl u c t u a t e s i n t i m e , u n l i k e D M W w h i c h c a n b e
p r o d u c e d i n t h e l a b o r a t o r y o n a c o n t i n u o u s b a s i s w i t h v e r y l i t t l e v a r i a b i l i t y .
4 . Su r v i v a l w a s n o t s i gn i fi c a n t l y d i f f e r e n t w i t h i n o r b e t w e e n p o p u l a t i o n s o f C .
d u b i a i n a n y o f t h e e x p e r i m e n t s i n a n y o f t h e c u l t u r e w a t e r s e x c e p t D M W i n
E x p e r i m e n t 6 w h e r e t h e r e w a s s i g n i fi c a n t m o r t a l i t y i n t w o o u t o f t h e t h r e e
p o p u l a t i o n s , a n d i n e x p e r im e n t s w h e r e w a s t e w a t e r w a s s p i k e d w i th 13 5 / x g/ L
c o p p e r .
5 . I n t r a l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y i n r e p r o d u c t i o n a p p e a r e d t o b e s m a l l e r s p a t i a l l y t h a n
t e m p o r a l l y i n a l l p o p u l a t i o n s o f C d u b i a i n D M W , w a s t e w a t e r a n d c o p p e r
s p i k e d w a s t e w a t e r s a m p l e s . I n a d d i t i o n t o p o p u l a t i o n , i n t r a l a b o r a t o r y
v a r i a b i l i t y a p p e a r e d t o b e i n fl u e n c e d b y v a r i a t i o n s i n t h e w a s t e w a t e r s a m p l e s
f r o m e x p e r im e n t t o e x p e r im e n t .
6 . I n t e r l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y i n r e p r o d u c t i o n w a s m o r e s i g n i fi c a n t t h a n
i n t r a l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y , w i t h P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 c o n s i s t e n t l y m e e t i n g t h e
m i n i m u m s t a n d a r d s o f t h e N o r t h C a r o l i n a C e r i o d a p h n ia M i n i - C h r o n i c P a s s /F a i l
T o x i c i t y T e s t . P o p u l a t i o n 3 e x h i b i t e d g r e a t e r v a r i a b i l i t y i n i t s s u r v i v a l a n d
r e p r o d u c t i o n i n m o s t c u l t u r e w a t e r s , e s p e c i a l l y w h e n i t w a s c o m p a r e d t o
Po p u l a t i o n 1. T h e r e f o r e , t h e s e l e c t i o n o f a p a r t i c u l a r l a b o r a t o r y p o p u l a t i o n f o r
t h e r o u t i n e t e s t i n g o f w a s t e w a t e r e f fl u e n t s , c a n i n fl u e n c e t h e o u t c o m e o f a
c h r o n i c b i o a s s a y .
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7 . I f t h e fo c u s o f c h r o n i c b i o a s s a y t e s t i n g i s t o s e t p r o t e c t i v e w a t e r qu a l i t y
r e g u l a t i o n s , t h e m o s t s e n s i t i v e p o p u l a t i o n s h o u l d b e u t i l i z e d . T h e s e
e x p e r im e n t s d e m o n s t r a t e d th a t P o p u l a t i o n 3 c o n s i s t e n t l y e x h i b it e d d e c r e a s e d
s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n c o m p a r e d t o P o p u l a t i o n s 1 a n d 2 i n m o s t o f t h e
c u l t u r e w a t e r s t e s t e d . T h u s , Po p u l a t i o n 3 r e p r e s e n t s t h e m o s t s e n s i t i v e
p o p u l a t i o n o f t h e t h r e e t h a t w e r e t e s t e d a n d w o u l d b e a n g o o d c h o i c e f o r
e s t a b l i s h i n g p r o t e c t i v e w a t e r q u a l i t y r e g u l a t i o n s f o r c h r o n i c a l l y t o x i c e f f l u e n t s .
8 . T h i s e x p e r i m e n t s h o u l d b e r e p e a t e d w i t h a d d i t i o n a l p o p u l a t i o n s o f C d u b i a t o
c o n f i r m th e s e r e s u l t s . T h e e x p e r i m e n t s h o u l d t r y t o u t i l i z e a w a s t e w a t e r
e f f l u e n t t h a t i s c h r o n i c a l l y t o x i c t o C . d u b i a s o t h a t p o p u l a t i o n v a r i a b i l i t y i n
w a s t e w a t e r c a n b e b e t t e r u n d e r s t o o d . I t w a s d i f f i c u l t t o m a k e th o s e k i n d s o f
c o n c l u s i o n s i n t h i s e x p e r im e n t b e c a u s e t h e p e r c e n t e f f lu e n t t h a t w a s u s e d w a s
n o t c h r o n i c a l l y t o x i c a n d i t v a r i e d i n i t s t o x i c i t y f r o m e x p e r im e n t t o
e x p e r im e n t . H o w e v e r , s im p l y s t u dy i n g p o p u l a t i o n v a r i a b i l i t y i n D M W w i l l n o t
g i v e a n a c c u r a t e a c c o u n t o f r e a l - l i f e r e s p o n s e s t o p o t e n t i a l l y t o x i c e f f l u e n t s .
9 . I t w o u l d b e i n t e r e s t i n g t o c o n d u c t D N A s e q u e n c i n g e x p e r im e n t s w i t h t h e
d i f f e r e n t p o p u l a t i o n s o f C d u b i a t o t r y a n d d e t e r m i n e i f t h e v a r i a b i l it y i n t h e i r
r e s p o n s e i s d u e t o g e n e t i c f a c t o r s o r i f t h e r e s p o n s e i s d u e t o t h e e n v i r o n m e n t
i n w h i c h t h e y a r e c u l t u r e d . B e c a u s e C . d u b ia p o p u l a t i o n s r e p r o d u c e a s e x u a l l y
u n d e r m o s t c i r c u m s t a n c e s , g e n e t i c d i f f e r e n c e s w o u l d m o s t l i k e l y b e d u e t o
m u t a t i o n s w i t h i n a p o p u l a t i o n , n o t t h r o u g h t h e i n t r o d u c t i o n o f n e w g e n e s f r o m
o u t s i d e a p o p u l a t i o n .
V I . B I B L I O G R A P H Y
B e l a n g e r , S . E . , J . L . F a r r i s , a n d D . S . Ch e r r y . 1 9 8 9 . E f f e c t s o f d i e t , w a t e r h a r d n e s s ,
a n d p o p u l a t i o n s o u r c e o n a c u t e a n d c hr o n i c c o p p e r t o x i c i t y t o C e r i o d a p h n i a
d u b i a . A r c h . E n v i r o n . C o n t a m . T o x i c o l . 18 : 6 0 1 - 6 1 1 .
C o o n e y , J . D . , G . M . D e G r a e v e , E . L . M o o r e , B . J . L e n o b l e , T . L . P o l l o c k , a n d G . J .
Sm i th . 1 9 9 2 . E f f e c t s o f e n v i r o n m e n t a l a n d e x p e r im e n t a l d e s i g n f a c t o r s o n
c u l t u r i n g a n d t o x i c i t y t e s t i n g o f C e r i o d a p h n i a d u b ia . E n v i r o n . T o x . C h e m .
1 1 : 83 9 - 8 50 .
D e G r a e v e
,
G . M .
,
J . D . C o o n e y , T . L . P o l l o c k , N . G . R e i c h e n b a c h , J . H . D e a n , M . D .
M a r c u s
,
a n d D . O . M c l n t y r e . 19 8 9 . Pr e c i s i o n o f t h e E PA s e v e n - d a y f a t h e a d
m i n n o w l a r v a l s u r v i v a l a n d gr o w th t e s t : I n t r a - a n d i n t e r l a b o r a t o r y s t u d y .
E l e c t r i c P o w e r R e s e a r c h I n s t i t u t e
,
R e p o r t E A - 6 1 89 .
D e G r a e v e
,
G . M .
,
J . D . C o o n e y , B . H . M a r s h , T . L . Po l l o c k , a n d N . G . R e i c h e n b a c h .
19 92 . V a r i a b i l i t y i n t h e p e r f o r m a n c e o f t h e 7 - d C e r i o d a p h n i a d u b i a s u r v i v a l
a n d r e p r o du c t i o n t e s t : A n i n t r a - a n d i n t e r l a b o r a t o r y s t u d y . E n v i r o n . T o x .
C h e m . 1 1 : 8 5 1 - 8 6 6 .
E l i a s
,
M . 19 9 1. E f f e c t s o f d i l u t i o n w a t e r o n t h e s u r v i v a l a n d r e p r o d u c t i o n a n d
s e n s i t i v i t y o f C e r i o d a p h n i a d u b i a : I m p l i c a t i o n s f o r t h e M i n i - C h r o n i c P a s s /F a i l
C e r i o d a p h n i a E f f l u e n t T o x i c i t y T e s t . M . S . P . H . T e c hn i c a l R e p o r t , Sc h o o l o f
P u b i c H e a l t h
,
D e p t . o f E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e s a n d E n g i n e e r i n g , U n i v e r s i t y o f
N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l . C h a p e l H i l l , N C .
E l n a b a r a w y , M . T . , A . N . W e l t e r , a n d R . R . R o b i d e a u . 19 8 6 . R e l a t i v e s e n s i t i v i t y o f
t h r e e d a p h n i d s p e c i e s t o s e l e c t e d o r g a n i c a n d i n o r g a n i c c h e m i c a l s . E n v i r o n .
T o x . C h e m . 5 : 3 9 3 - 3 9 8 .
E P A . 19 7 5 . M e th o d s f o r a c u t e t o x i c i t y t e s t s f o r fi s h , m a c r o i n v e r t a b r a t e s , a n d
a m p h i b i a n s . E n v i r o n m e n t a l R e s e a r c h L a b o r at o r y , U . S . E n v i r o n m e n t a l
Pr o t e c t i o n A g e n c y , D u l u t h , M N . E P A - 6 6 0/ 3 - 7 5 - 0 0 9 .
9 9
E P A . 1 9 7 8 . M e t h o d s f o r m e a s u r i n g t h e a c u t e t o x i c i t y o f e f f l u e n t s t o a q u a t i c
o r g a n i s m s . 2 n d E d . E n v i r o n m e n t a l M o n it o r i n g a n d Su p p o r t L a b o r a t o r y -
C i n c i n n a t i . U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y , C i n c i n n a t i , O H . E P A -
6 0 0 /4 - 7 8/ 0 12 .
E P A . 19 8 5 . M e t h o d s f o r m e a s u r i n g t h e a c u t e t o x i c i t y o f e f f l u e n t s t o a q u a t i c
o r g a n i s m s . 3 r d E d . E n v i r o n m e n t a l M o n i t o r i n g a n d S u p p o r t L a b o r a t o r y -
C i n c i n n a t i . U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y , C i n c i n n a t i , O H .
E P A / 6 0 0 /4 - 8 5/ 0 13 .
E P A . 19 8 9 . S h o r t - t e r m m e t h o d s f o r e s t im a t i n g th e c h r o n i c t o x i c i t y o f e f f l u e n t s a n d
r e c e i v i n g w a t e r s t o f r e s h w a t e r o r g a n i s m s . 2 n d E d . E n v i r o n m e n t a l M o n i t o r i n g
a n d S u p p o r t L a b o r a t o r y - C i n c i n n a t i . U . S . E n v i r o n m e n t a l Pr o t e c t i o n A g e n c y ,
C i n c i n n a t i
,
O H . E P A - 6 0 0 /4 - 8 9/ 0 0 1 .
E P R I . 19 89 . P r e c i s i o n o f t h e E P A s e v e n - d a y C e r i o d a p h n i a d u b i a s u r v i v a l a n d
r e p r o d u c t i o n t e s t : I n t r a - a n d i n t e r l a b o r a t o r y s t u d y . B a t t e l l e , C o l u m b u s , O H .
E P R I E N - 6 4 6 9 . N o v e m b e r .
F e d e r a l R e g i s t e r . 19 8 4 . D e v e l o p m e n t o f w a t e r q u a l i t y - b a s e d p e rm i t l i m i t a t i o n s f o r
t o x i c p o l l u t a n t s : N a t i o n a l p o l i c y . M a r c h 9 . 4 9 (4 8 ) : 9 0 1 6 - 9 0 19 . OW - F RL -
2 5 3 3 - 1.
F r e e m a n
,
A . M .
,
I I I . 19 9 0 . W a t e r p o l l u t i o n p o l i c y . I n : P u b l i c p o l i c i e s f o r
e n v i r o n m e n t a l p r o t e c t i o n . P a u l Po r t n e y , e d . R e s o u r c e s f o r t h e F u t u r e :
W a s h i n g t o n , D . C . 9 7 - 14 9 .
G o u l d e n
,
C . E . a n d L . L . H e n r y . 19 8 3 . C e r i o d a p h n i a a n d D a p h n i a b i o a s s a y w o r k sh o p
m a n u a l . T h e A c a d e m y o f N a t u r a l Sc i e n c e s . P h i l a d e l p h i a , P A .
G r o t h e
,
D . R . a n d R . A . K im e r l e . 19 8 5 . I n t e r - a n d i n t r a l a b o r a t o r y v a r i a b i l i t y i n
D a p h n i a m a g n a e f f l u e n t t o x i c i t y t e s t r e s u lt s . E n v i r o n . T o x . C h e m . 4 : 1 89 - 19 2 .
G r o t h e , D . R . , R . A . K im e r l e , a n d C D . M a l l o c h . 19 9 0 . A p e r s p e c t i v e o n b i o l o g i c a l
a s s e s s m e n t s . W a t e r E n v i r o n . T e c h . 6 2 - 6 7 . A p r i l .
L a R o c c a , C . 19 9 1 . E f f e c t s o f d i e t o n t h e s u r v i v a l , r e p r o d u c t i o n , a n d s e n s i t i v i t y o f
C e r i o d a p h n i a d u b i a . M . S . P . H . T e c h n i c a l R e p o r t , S c h o o l o f P u b i c H e a l t h ,
D e p t . o f E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e s a n d E n g i n e e r i n g , U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a
a t Ch a p e l H i l l . C h a p e l H i l l , N C .
M o u n t
,
D . I . a n d T . J . N o r b e r g . 1 9 84 . A s e v e n - d a y l i f e - c y c l e c l a d o c e r a n t o x i c i t y t e s t .
E n v i r o n . T o x . C h e m . 3 : 4 2 5 - 4 3 4 .
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N o r b e r g - K i n g , T . J . a n d S . Sc hm i d t . 19 9 3 . C o m p a r i s o n o f e f f l u e n t t o x i c i t y r e s u l t s
u s i n g C e r i o d a p h n ia d u b i a c u l t u r e d o n s e v e r a l d i e t s . E n v i r o n . T o x . C h e m .
1 2 : 1 94 5 - 19 5 5 .
N o r t h C a r o l i n a D e p a r t m e n t o f E n v i r o n m e n t a l M a n a ge m e n t (N CD E M ) . 1 9 8 9 . N o r t h
C a r o l i n a C e r i o d a p h n i a C h r o n i c E f f l u e n t B i o a s s a y Pr o c e d u r e : C e r i o d a p h n i a
M i n i - Ch r o n i c P a s s / F a i l T o x i c i t y T e s t . N o r t h C a r o l i n a D e p a r t m e n t o f
E n v i r o n m e n t
,
H e a l t h
,
a n d N a t u r a l R e s o u r c e s , D i v i s i o n o f E n v i r o n m e n t a l
M a n a g e m e n t , W a t e r Qu a l i t y Se c t i o n . S e p t e m b e r .
N o r t h C a r o l i n a D e p a r tm e n t o f E n v i r o n m e n t a l M a n a g e m e n t (N C D E M ) . 19 9 0 . A q u a t i c
t o x i c i t y t e s t i n g : Qu e s t i o n s , a n s w e r s , a n d c o mm o n m i s u n d e r s t a n d i n g s . N o r t h
C a r o l i n a D i v i s i o n o f E n v i r o i m i e n t a l M a n a g e m e n t , W a t e r Q u a l i t y
Se c t i o n / E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e s B r a n c h . F e b r u a r y .
P a r k h u r s t
,
B . R .
,
W . W a r r e n - H i c k s
,
a n d L . E . N o e l . 19 9 2 . P e r f o r m a n c e c h a r a c t e r i s t i c s
o f e f f l u e n t t o x i c i t y t e s t s : Su mm a r i z a t i o n a n d e v a l u a t i o n o f d a t a . E n v i r o n . T o x .
C h e m . 1 1: 7 7 1- 7 9 1 .
P a t t e r s o n , P . W . , K . L . D i c k s o n , W . T . W a l l e r , a n d J . H . R o d g e r s . 19 9 2 . T h e e f f e c t s o f
n i n e d i e t a n d w a t e r c o m b i n a t i o n s o n t h e c u l t u r e h e a l t h o f C e r i o d a p h n ia d u b i a .
E n v i r o n . T o x . C h e m . 1 1 : 102 3 - 10 3 5 .
R a n d , G . M . a n d S . R . P e t r o c e l l i . 19 85 . F u n d a m e n t a l s o f a q u a t i c t o x i c o l o g y : M e t h o d s
a n d a p p l i c a t i o n s . H e m i s p h e r e P u b l i s h i n g C o r p o r a t i o n : W a s h i n g t o n .
R u e
,
W . J .
,
J . A . F a v a
,
a n d D . R . G r o t h e . 19 8 8 . A r e v i e w o f i n t e r - a n d i n t r a l a b o r a t o r y
e f f lu e n t t o x i c i t y t e s t m e t h o d v a r i a b i l i t y . I n W . J . A d am s , G . A . Ch a p m a n , a n d
W . G . L a n d i s
,
e d s . A q u a t i c T o x i c o l o g y a n d H a z a r d A s s e s s m e n t : 10 th V o l u m e .
ST P 9 7 1. A m e r i c a n So c i e t y f o r T e s t i n g an d M a t e r i a l s , P h i l a d e lp h i a , PA . 19 0 -
2 0 3 .
W a r r e n - H i c k s
,
W . a n d B . R . Pa r kh u r s t . 19 9 2 . P e r f o r m a n c e c h a r a c t e r i s t i c s o f e f fl u e n t
t o x i c i t y t e s t s : I m p l i c a t i o n s f o r r e g u l a t o r y p o l i c y . E n v i r o n . T o x . C h e m .
1 1: 7 9 3 - 8 0 4 .
W i rm e r
,
R . W . 1 9 8 8 . E v a l u a t i o n o f t h e r e l a t i v e s e n s i t i v i t i e s o f 7 - d a y D a p h n i a m a g n a
a n d C e r i o d a p h n i a d u b ia t o x i c i t y t e s t s f o r c a dm i u m a n d s o d i u m
p e n t a c h l o r o p h e n a t e . E n v i r o n . T o x . C h em . 7 : 1 5 3- 1 5 9 .
V I I . A P P E N D I X A .
o e^ f
N o r t h C a r o l i n a C e r i o da p hn i a
C h r o n ic E f f l u e n t B i o a s s a y P r o c e d u r e
D e c e m be r 19 8 5
R e v i s e d J u n e 1 9 8 8
R e v i s e d Se p t e mb e r 19 89
I
N o r t h C a r o l i n a D e p a r tm e n t o f E n v i r o n m e n t ,
H e a l th
,
a n d N a t u r a l R e s o u r c ds
D i v i s i o n o f E n v i r o n m e n t a l M a n a ge m e n t
Wa te r Qu a l i t y Se c t i o n
T h i s p r o c e d u r e h a s b e e n a p p r o v e d f o r r e l e a s e
R P a u l W i l m s
,
D i r e c t o r
C^ > l i D a t e
N o r t h C a r o l i n a C e r i o da p h n i a
C h r o n i c E f f l u e n t B i o a s s a y P r o c e du r e
{C e r i o d a p h n i a M i n i - C h r o n i c P a s s / F a i l T o x i c i t y T e s t )
T h i s p r o c e d u r e h a s be e n e s t a b l i s h e d a s a m o d i fi c a t i o n o f t h e U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y
d o c u m e n t e n t i t l e d
"
Sh o r t T e r m M e t h o d s f o r E s t im a t i n g t h e C h r o n i c T o x i c i t y o f E f f l u e n t s a n d R e c e i v i n g
W a t e r s t o F r e s h w a te r C)r g a n i s m s
"
(E PA / 60 0 / 4 - 8 5/ 0 14 ) a n d i t s s u b s e q u e n t e d i t i o n e n t it l e d
" S h o r t T e r m
M e t h o d s f o r E s t i m a t i n g t h e C h r o n i c T o x i c i t y o f E f f l u e n t s a n d R e c e i v i n g W a t e r s t o F r e s h w a t e r
O r g a n i sm s . S e c o n d E d i t i o n
"
(E P A / 6 0 0 / 4 - 89 / 0 0 1 ) . T h i s p r o c e d u r e h a s b e e n e x t e n s i v e l y r e d u c e d i n
c o m p l e x i t y i n o r d e r t o p r o v i d e a r e l a ti v e l y i n e x p e n s i v e m e a n s o f a s s e s s i n g s u i t a b l e w a t e r q u a l i t y w i t h
r e sp e c t t o c h r o n i c a l l y t o x i c s u b s t a n c e s .
T h e t e s t a s o u tl i n e d w i t h i n t h e m ai n s e c ti o n o f t hi s d o c u m e n t m a y b e u s e d a s a r o u ti n e m o n i t o r i n g
to o l a n d y i e l d s d a t a th a t a c c e p t s o r r e j e c t s a n e f f l u e n t f o r d i s c h a r g e t o a sp e c i f i c r e c e i v i n g w a t e r bo d y u n d e r
d e f i n e d f l o w c o n d i ti o n s . I t d o e s n o t d e te r m i n e t h e n o e f f e c t l e v e l . A t ti m e s
,
d e t e r m i n i n g t h e a c t u a l n o
e f f e c t l e v e l m a y b e n e c e s s a r y i n o r de r t o e v a l u a t e t h e d e gr e e o f t o x i c i t y r e d u c ti o n n e e d e d . T h i s m a y b e
p e r f o r m e d u s i n g a n e x p a n d e d s e r i e s o f di l u ti o n s . A d d i t io n s t o t h e m e t h o d o l o gy o u t l i n e d h e r e w h i c h w i l l
e s t i m a t e t h e n o e f f e c t l e v e l a r e o u ti i n e d i n A p p e n d i x A .
T h i s t e s t p r o c e d u r e h a s b e e n a p p r o v e d b y t h e D i r e c t o r o f t he N o r t h C a r o l i n a D i v i s i o n o f
E n v i r o n m e n t a l M a n a g e m e n t u n d e r t h e F r e s h S u r f a c e W a t e r C l a s s i fi c a ti o n S t a n d a r d s ( . 0 2 1 1 ) a s s u i t a bl e f o r
e v a l u a ti o n o f t o x i c s u b s t a n c e s . I t sh a l l b e c o n s i d e r e d a s a n a c c e p t a b l e p r o o f t h a t t h e e f f l u e n t i s n o t c a u s i n g
im p a c t s t o a q u a t i c l i f e i n t h e r e c e i v i n g s t r e a m s d u e t o t o x i c s u b s t a n c e s . I t do e s n o t d i r e c t l y a d dr e s s
m u t a g e n s , c a r c i n o g e n s , t e r a t o g e n s o r d i s e a s e c a u s i n g a g e n t s a n d m a y b e s u p e r s e d e d b y o t h e r w a t e r q u a l i t y
r e g u l a t i o n s . D e p e n d i n g o n t he u s e d e s i g n a ti o n a n d sp e c i a l i z e d c o n c e r n s o f a p a r ti c u l ar w a t e r bo d y (o r
e f f l u e n t d i s c h a r ge ) , a d d i ti o n a l m o n i t o r i n g a n d / o r r e s tr i c ti o n s (e i t he r c h e m i c a l o r bi o l o g i c a l ) m a y be
r e q u i r e d . T h e s e m o n i t o r i n g r e q u i r e m e n t s m a y i n c l u d e , b u t a r e n o t l im i t e d t o , a d d i ti o n a l t o x i c i t y t e s ti n g
u s i n g a l t e r n a t e t e s t o r g a n i sm s , u n m o d i fi e d E . P . A . p r o t o c o l s a n d i n c r e a s e d sa m p l i n g o r r e n e w a l
f r e q u e n c i e s .
T h e t e s t o r g a n i s m u se d f o r t h i s p a s s / f a i l t e s t i s C e r i o da p h n i a d u b i a w h i c h i s a sm a ll c l a d o c e r a n
c o m m o n i n l a k e s a n d l a r ge r r i v e r s a n d i s c o mm o n l y u s e d a s a n a q u a ti c t o x i c i t y t e s t o r g a n i sm . T h e
o r g a n i s m h a s a r a p i d l i f e c y c l e a t 2 5
° C a n d i s c a p a b l e o f pr o d u c i n g n u m e r o u s o f f sp r i n g d u r i n g a s e v e n d a y
p e r i o d . T h i s p a r ti c u l a r t e s t i s n o t u s e d t o d e t e r m i n e a n o e f f e c t l e v e l o f t h e e f fl u e n t d i s c ha r g e , i t i s i n t e n d e d
t o e v a l u a t e w he t he r t h e d i s c h a r g e t o x i c i t y i s a c c e p t a b l e o r n o t i n r e l a t i o n t o a p r e - e s t a b l i s h e d N o O b se r v e d
E f f e c t L e v e l (N . O . E . L . ) .
T h e m e a s u r e s o f e f f e c t u s e d w i t h i n t h i s t e s t a r e n u m b e r o f o f f s p r i n g p r o d u c e d a n d t h e m o r t a l i t y
w i t h i n t h e t e s t p e r i o d . T h i s d o c u m e n t w i l l o u t l i n e m a j o r p r o c e d u r a l d if f e r e n c e s fr o m t h e E P A p r o c e d u r e .
O n l y t h o s e m o d i f i c a t i o n s o u t l i n e d h e r e m a y be m a d e t o th e E PA g u i d e l in e s . T h i s d o c u m e n t i s o r g a n i z e d
i n t o f i v e s e c t i o n s w h i c h i n c l u d e : 1 ) E f f l u e n t s a m p l i n g , 2 ) M a j o r t e s t p r o c e d u r e s , 3 ) I n t e r p r e t a t i o n o f r e s u l t s ,
4 ) A n o u t l i n e o f d a i l y a c t iv i ti e s t o b e p e r f o r m e d p ri o r t o a n d d u r i n g t h e t e s t p e ri o d (T a b l e 1 ) , a n d 5 )
A pp e n d ix A w h i c h o u ti i n e s m e t h o d o l o gy t o d e t e r m i n e t h e a c t u a l e f f l u e n t N . O . E . L .
E F F L U E N T S A M P L I N G
E f f l u e n t s a m p l e s a r e t o be c o l l e c t e d t w i c e a s 2 4 h o u r c o m p o s i t e s a m p l e s (O n M o n d a y - T u e sd a y a n d
T h u r s d a y - F ri d a y ) . S a m p l i n g s h o u l d b e p e r f o r m e d be l o w t h e l a s t w a s t e tr e a tm e n t p r o c e s s , i n c l u d i n g
d i s i n f e c t i o n . T h e r e m a y b e n o r e m o v a l o f c h l o ri n e o r a n y o t he r e f f l u e n t c o n s t i n j e n t b y e i t h e r c h e m i c a l o r
p hy s i c a l m e t h o d s pri o r t o t e s t i n g w i t h t h e e x c e p t i o n o f a l l o w a b l e fi l tr a t i o n o f t h e e f f l u e n t t hr o u g h 6 0 |i m
n y lo n s c r e e n o r p l a n k t o n n e t t i n g , a s p e r E P A m e th o d s .
Sa m p l e c o l l e c ti o n m a te ri a l s m a y b e t e m p e r e d gl a s s , p o l y e t h y l e n e , p e r fl u o r o c a r bo n p l a s t i c s
i n c l u d i n g T e f l o n ® , 3 0 4 o r 3 16 s t a i n l e s s s t e e l , p o l y p r o p y l e n e , p o l y v i n y l c h l o ri d e , T y g o n ® , o r s i l i c o n e . A l l
n o n - p e r f l u o r o c a r bo n p l a s ti c s sh o u l d be d i s c a r d ed a f t e r u s e . I t i s t h e r e sp o n s i bi l i t y o f t h e c o l l e c t o r t o a s s u r e
t h a t c o n t a m i n a ti o n i s n o t i n f l u e n c i n g t e s t r e s u l t s . T he r e m a y b e n o c he m i c a l r e s i d u e p r e s e n t w hi c h w i l l
r e d u c e e f f l u e n t t o x i c i t y . O n l y 50 0 m i l l i li t e r s o f e a c h e f f l u e n t s a m p l e i s r e q u i r e d i n o r d e r t o p e r f o r m t h e t e s t
A l t h o u g h a s m a l l s u r p l u s s h o u l d b e o b t a i n e d , a sm a l l s am p l e s i z e w i l l m i n im i z e s h i p p i n g e x p e n s e .
A l l e f f l u e n t s a m p l i n g s h o u l d be p e r f o r m e d u s i n g a n i c e d o r r e f ri g e r a t e d c o l l e c ti o n d e v i c e . T h e
s am p le m u s t be m a i n t a i n e d a t o r be l o w 4
° C u n t i l t h e t o x i c i t y t e s t p r o c e d u r e i s i n i ti a t e d . T h e c o l l e c ti o n
c o n t a i n e r m u s t be c o m p l e t e l y fi l l e d , w i t h n o a i r p o c k e t , to m i n im i z e l o s s o f v o l a ti l e s .
T E ST P RO C ED U RE
T he t e s t s h a l l b e p e r f o r m e d a s t w o t r e a t m e n t s e x po s e d t o 12 f e m a l e t e s t o r g a n i sm s e a c h . T h e f i r s t
t r e a tm e n t s h a l l be c o n s i d e r e d t h e c o n t r o l p o p u l a t i o n a n d s ha ll be do s e d a t 0% e ff l u e n t a n d 100 % c u l t u r e
w a t e r . C u l t u r e w a t e r i s d e fi n e d a s di e s a m e s o u r c e u s e d t o m a i n t a i n t h e t e s t p o p u l a t i o n i n t h e l a b o r a t o r y .
T h i s t r e a t m e n t w i l l b e u s ed t o e v a l u a t e t h e s i g n i fi c a n c e o f e f fe c t i n t r e a tm e n t t w o . T r e a tm e n t t w o w i l l be
( u n l e s s s p e c i f i e d o t h e r w i s e ) a c o n c e n n
-
a ri o n o f e f f l u e n t d i l u t e d b y t h e c u l t u r e w a t e r t o t h e f o l l o w i n g p e r c e n t :
f j
.
p
r .„ „ . P e r m i t t e d D i s c h a r g e V o l u m e X 10 0"
P e r m i t t e d D i s c h a r g e V o l u m e
- i - 7Q 10 * *
* T r e a tm e n t T w o
* * W h e r e 7Q 10 i s d e fi n e d a s t h e l o w e s t a v e r a ge 7 d a y fl o w i n t he r e c e i v i n g s t r e a m w h i c h h a s a
p r o b a bi l i t y o f r e o c c u r r e n c e e v e r y t e n y e a r s . A l l t e r m s m u s t h a v e e q u i v a l e n t u n i t s .
T w e l v e t e s t o r g an i s m s w i l l b e e x p o s e d t o e a c h tr e a tm e n t i n i n d i v i d u a l t e s t c h a m be r s . T h e te s t w i l l
r u n f o r t h e p e ri o d r e q u ir e d f o r a t l e a s t 6 0 % o f t h e c o n t r o l o r g a n i s m s t o p r o d u c e t h r e e b r o o d s o f y o u n g , n o t
t o e x c e e d a s e v e n d a y e x p o s u r e , u s i n g t h e c h r o n o l o g y s pe c i f i e d i n T a b l e 1 (T e r m i n a ti o n s h o u l d t a k e i n t o
a c c o u n t w h e t he r th e c o n t r o l r e p r o d u c ti o n m e a n h a s r e a c h e d t h e m i n i m u m a c c e p t a b l e v a l u e o f 15 y o u n g p e r
s u r v i v i n g f e m a l e ) .
T h e o bj e c ti v e o f t h i s t e s t i s t o d e t e r m i n e w he t h e r tr e a t m e n t (T w o ) w h i c h e x p o s e s t h e t e s t p o p u l a t i o n
t o a n e f f l u e n t c o n c e n t r a ti o n e q u a l t o i n s t r e a m l o w f lo w v a l u e s h a s s i gn i fi c a n t d e t ri m e n t a l i m p a c t u p o n
r e p r o d u c ti o n an d s u r v i v a l a s c o m p a r e d t o t h e c o n t r o l p o p u l a ti o n ( t r e a t m e n t O n e ) . I f t h e r e i s n o s i g n i fi c a n t
d e tri m e n t a l i m p a c t c o m p a r e d t o t h e c o n t r o l p o p u l a t i o n t h e n t h e e f fl u e n t i s c o n s i d e r e d a s n o t c h r o n i c a l l y
t o x i c t o i n s tr e a m in h a b i t a n t s a n d i s c o n s i d e r e d t o h a v e p a s s e d t h e t e s t . A f a i l u r e w i l l b e c o n s i d e r e d a s a
s i g n i fi c a n t di f f e r e n c e b e t w e e n t r e a t m e n t s w i t h e i t h e r r e p r o d u c ti o n b e i n g r e d u c e d o r m o r t a l i t y i n c r e a s e d i n
th e e f fl u e n t ti - e a t m e n t .
A f t e r e f fl u e n t c o l l e c ti o n o n d a y s o n e a n d t w o , t h e t e s t t r e a tm e n t s w i l l b e e s t a b l i sh e d a n d t h e t e s t
i n i ti a t e d o n d a y t h r e e (T a b l e 1 ) . P ri o r t o t h e i n t r o d u c ti o n o f t h e t e s t o r g a n i sm s , t h e p H , di s s o l v e d o x y g e n
a n d t e mp e r a tu r e m u s t be c h e c k e d a n d r e c o r d e d . A t a l l ti m e s t e m p e r a a i r e m u s t be 2 5
° C (± 1
° C ) a n d
d i s s o l v e d o x y g e n m u s t b e e q u a l t o o r gr e a t e r t h a n 5 . 0 m g /1.
T h e t e s t o r g a n i s m s a r e p l a c e d s i n g l y i n s m a l l t e s t v e s s e l s e a c h c o n t a i n i n g 15 m i l l i l i t e r s o f s o l u t i o n .
T h e o r g a n i s m s m u s t a l l b e l e s s t h a n 2 4 h o u r s o l d , a l l w i t h i n 8 h o u r s o f t h e s a m e a g e , ft o m t h e t h i r d o r
s u b s e q u e n t b r o o d , a n d b r o o d s i n w h i c h t h e a d u l t p r o d u c e d a t l e a s t 8 n e o n a t e s A l l t e s t o r g a n i s m s m u s t b e
p r o d u c e d b y
" i n di v i d u a l
"
c u l t u r e s a s d e fi n e d by S h o r t T e rm M e t h o d s f o r E s ti m a ti n g t h e C hr o n i c T o x i c i t y
o f E f fl u e n t s a n d R e c e i v i n g W a t e r s t o F r e s h w a t e r O r g a n i s m s . Se c o n d E d i t i o n
"
(E P A / 6 0 0/ 4 - 8 9/ 0 0 1 ) .
T r a n s f e r o f t h e n e o n a t e s i s a c c o m p l i s h e d u s i n g a n e y e d r o p p e r , w h e r e t h e o r g a n i s m i s n e v e r r e m o v e d f r o m
s o l u ti o n . T h e r e sh o u l d b e a s l i t t l e w a t e r t r a n s f e r r e d w i t h t he o r g an i s m a s i s r e a s o n a b l y p r a c t i c a l . A l l
C e r i o da p h n i a s h o u l d b e f e d a t t h i s ti m e a n d d a i l y t he r e a f te r . E a c h d a i l y f e e d i n g w i l l c o n s i s t o f a d di ti o n o f
0 . 0 5 m l o f Y C T f o o d a n d 0 . 0 5 m l o f a s o l u ti o n o f t h e a l g a e Se l e n a s i r u m c a p r i c o r n u t u m (w i t h a c e l l
c o n c e n tr a t i o n o f 1. 7 1 X 10
"
^ c e l l s /m l ) p e r 15 m i l l i l i t e r s o f t e s t s o l u ti o n . P r e p a r a ti o n o f fo o d s u p p l i e s a r e
d e s c ri b e d b y
"
S ho r t T e r m M e t h o d s f o r E s ti m a ti n g t h e Chr o n i c T o x i c i t y o f E f fl u e n t s a n d R e c e i v i n g W a t e r s
t o F r e sh w a t e r O r g a n i sm s . Se c o n d E d i ti o n
"
(E P A / 6 0 0/ 4 - 89 /(X) l ) t ho u g h f e e d i n g r a t e s h a v e b e e n m o d i fi e d
f o r t h i s p r o t o c o l . T e s t c h a m b e r s s h o u l d b e i n c u b a t e d f o r t e m p e r a t u r e c o n tr o l w i t h t h e p ho t o p e ri o d h e l d a t
16 h o u r s o f l i g h t a n d 8 h o u r s o f d a r k n e s s .
O n d a y s f o u r a n d fi v e , a s e c o n d e f fl u e n t c o m p o s i t e i s t a k e n t o b e u s e d f o r r e n e w a l o f t he t e s t
s o l u t i o n s o n d a y e i g h t . A l s o o n d a y fi v e t h e o ri g i n a l t e s t o r g a n i s m s a r e t r a n s f e r r e d t o n e w t e s t v e s s e l s
c o n t a i n i n g n e w so l u ti o n s o f t r e a tm e n t 1 ( c o n t r o l ) a n d t h e o ri g i n a l tr e a tm e n t 2 (e f fl u e n t c o n c e n t r a ti o n ) . T h e
o ri g i n a l s a m p l e i s t o b e r e f ri g e r a t e d be t w e e n u s e s o n d a y s t hr e e a n d fi v e . M o n a l i t y s h o u l d b e r e c o r d e d a t
t h i s ti m e . Sh o u l d m o r t a l i t y i n tr e a t m e n t t w o s i g n i f i c a n t l y e x c e e d t h a t o f t r e a t m e n t o n e , a s d e t e r m i n e d b y
F i she r
'
s E x a c t T e s t , t h e t e s t m a y b e t e r m i n a t e d a t s u c h t im e a n d t h e e f fl u e n t s a m p l e d e c l a r ed a f a i l u r e d u e t o
s i g n i fi c a n t m o r t a l it y . R e p r o d u c t i o n c o u n t s s h o u l d b e p e r f o r m e d i n a l l v e s s e l s u s e d d u ri n g t he i n i ti a l t e s t
p e r i o d ( a l th o u g h th e r e a r e u s u a l l y n o o f f s p r i n g d u r i n g t h i s p h a s e i n t h e l i f e c y c l e ) . T h e n e w t e s t s o l u ti o n s
s h o u l d r e c e i v e f o o d a t t h i s t i m e .
D a y s s ix a n d s e v e n r e q u i r e o n l y t h a t t he C e r i o da p h n i a b e f e d . D a y e i g h t r e q u i r e s r e n e w a l o f t h e t e s t
s o l u t i o n s u s i n g t h e c o m p o s i te t a k e n o n d a y s fo u r a n d f i v e . T h i s r e n e w a l m u s t t a k e p l a c e w i t h i n 7 2 h o u r s
o f t h e f i n a l e f f l u e n t c o l l e c t i o n t i m e . M o r t a l i t y , r e p r o d u c t i o n , t e m p e r a t u r e , d i s s o l v e d o x y ge n a n d p H
o b s e r v a t i o n s m u s t be m a d e a n d r e c o r d e d . R e p r o d u c ti o n o f t h e i n i t i a l t e s t o r g a n i s m s m u s t be o b s e r v e d b o t h
a s t o t a l n u m b e r o f y o u n g p r o d u c e d a s w e l l a s br o o d n u m be r o f t h e y o u n g p r o d u c e d (i . e f i r s t , s e c o n d o r
t h i r d b r o o d ) . A s s t a t e d p r e v i o u s l y , t h e t e s t m a y b e te r m i n a t e d i f s i g n i f i c a n t m o r t a l i ty h a s o c c u r r e d i n t h e
e f f l u e n t t r e a t m e n t ( tr e a tm e n t 2 ) . O n d a y n i n e t h e t e s t o r g a n i s m s s h o u l d b e o b s e r v e d f o r p r o d u c ti o n o f th e
t h i r d b r o o d w i t h i n t h e t r e a t m e n t o n e (c o n tr o l ) o r g a n i s m s . I f 60 % o r m o r e o f t h e c o n t r o l o r g a n i s m s h a v e
p r o d u c e d a t h i r d b r o o d , t h e t e s t s h o u l d b e t e r m i n a te d . T h i s w i l l a l s o h o l d tr u e f o r o b s e r v a t i o n s m a d e
' o n
d ay e i g h t . O n d a y t e n , t h e t e s t i s t e r m i n a t e d a f t e r m a k i n g f i n a l m o r t a l i t y , r e pr o d u c ti o n a n d
c he m i c a l/ p h y s i c a l o b s e r v a ti o n s . T h e t e s t e x p o s u r e d u r a ti o n w i l l b e n o g r e a t er t h a n s e v e n d a y s r e g a r d l e s s o f
c o n tr o l o r g a n i s m r e p r o d u c ti v e s u c c e s s .
I N T E RP RE T A T I O N O F RE SU L T S
T h e s t a ti s ti c a l c o m p a ri s o n s f o r e v a l u a ti n g t h e t e s t r e s u l t s w i l l b e p e r fo r m e d a s o u t li n e d i n Sh o n
T e r m M e t h o d s f o r E s ti m a t i n g t h e C hr o n i c T o x i c i t y o f E f f l u e n t s a n d R e c e i v i n g W a t e r s t o F r e s h w a t e r
O r g a n i s m s . Se c o n d E d i t i o n
"
(E PA / 6 00 / 4 - 89 / 0 0 1 ) w i t h t h e e x c e p ti o n t h a t r e p r o d u c ti o n d a t a a r e t o be
e v a l u a t e d a t a 9 9% c o n f i d e n c e l e v e l . T h e s t a ti s ti c a l m e t h o d s u s e d s h o u l d b e t h o s e i n A p p e n d i x H o f t h e
E P A d o c u m e n t
,
ti t l e d " T o x i c i ty Sc r e e n i n g T e s t - C o m p ari s o n o f C o n t r o l w i t h 10 0% e ff l u e n t o r I n s t r e a m
W a s t e C o n c e n t r a ti o n " . A s t a t i s ti c a l di f f e r e n c e be t w e e n t h e c o n t r o l ( tr e a t m e n t o n e ) a n d t h e e f f l u e n t
( t r e a tm e n t 2 ) c a u s ed by d e c r e a s e d e f f l u e n t r e p r o d u c t i o n o r i n c r e a s e d e f f l u e n t m o r t a l i t y w i l l b e c o n s i d e r e d a s
a f a i l u r e o f t h i s e f f l u e n t t o m e e t t o x i c s t a n d a r d s w i th i n t h e r e c e i v i n g s t r e a m . M o r t a l i t y g r e a t e r t h a n 2 0% i n
t h e c o n t r o l p o p u l a ti o n w i l l b e c o n s i d e r e d a s a b n o r m a l a n d t he t e s t m u s t b e r e p e a t e d . R e p r o d u c t i o n i n t h e
c o n t r o l p o p u l a ti o n m u s t e x c e e d 15 o f f s p ri n g p e r s u r v i v i n g f e m a l e a s a n a v e r a g e o f t o t a l r e p r o d u c t i o n .
M e an r e p r o d u c ti o n i s c a l c u l a t e d by s u m m i n g t he t o t a l n u m b e r o f y o u n g pr o d u c e d p e r t r e a t m e n t u n ti l e i t h e r
ti m e o f d e a t h o r e n d o f t h e e x p e ri m e n t a n d d i v i d i n g b y t h e i n i t i a l n u m b e r o f f e m a l e s e x p o s e d p e r t r e a t m e n t .
I f t h e s e t e s t s a r e b e i n g p e r f o r m e d a s a n N PD E S r e q u i r e m e n t o r b y A dm i n i s t r a t i v e L e t te r , t h e n d a t a m u s t b e
e n t e r e d o n t h e E f f l u e n t D i s c h a r g e M o n i t o ri n g F o r m (M R - 1) f o r t h e m o n t h i n w h i c h i t w a s p e r f o ra i e d u s i n g
t h e a p p r o p ri a t e p a r a m e t e r c o d e . A d d i t i o n a l l y , D EM F o r m A T - 1 (o ri gi n a l ) i s t o b e s e n t t o t he f o l l o w i n g
a d dr e s s :
E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e s B r a n c h
N o r t h C a r o l i n a D i v i s i o n o f E n v i r o n m e n t a l M a n a g e m e n t
P . O . B o x 2 7 6 8 7
R a l e i g h , N o r t h C a r o l i n a 2 7 6 1 1
T a b l e 1
M I N I C H R O N I C P A SS/ FA I L
T O X I C IT Y T E S T
D a y O n e
T h i s te s t p r o c e d u r e , i n c l u d i n g s a m p l i n g , h a s be e n d e s i g n e d t o m i n i m i z e w e e k e n d w o r k if b e g u n o n
a M o n d a y . O n t h i s d a y a 2 4 h o u r c o m p o s i t i n g d e v i c e w il l b e s t a r t e d . Sa m p l i n g d e v i c e s s h o u l d be
r e fr i g e r a t e d o r c o o l e d by i c e . T h e s a m p l e s h o u l d be a m in i m u m o f 5 0 0 m i l U l i t e r s .
D a y T w o
T h e c o m p o s i t e s a m p l e w i l l b e c o l l e c t e d , p a c k a g e d o n i c e o r r e f r i g e r a n t a n d s h i p p e d t o t h e l a bo r a to r y
w h e r e th e t o x i c i t y t e s t w i l l b e p e r f o r m e d .
D a y T h r e e '
T h e t e s t t r e a tm e n t s w i l l be s e t u p a n d t e s t o r g a n i sm s i n tr o d u c e d . D i s s o l v e d o x y g e n , t e m p e r a t u r e
a n d p H w i l l be m e a s u r e d a n d r e c o r d e d . D i s s o l v e d o x y g e n s h o u l d b e g r e a t e r t h a n o r e q u a l t o 5 . 0
m g /1 a n d t h e t e m p e r a t u r e m a i n t a i n e d a t 2 5
° C (± 1
° C ) . F e e d C e r io d a p h n i a .
D a y F o u r
St a r t s e c o n d 2 4 h o u r e f f l u e n t c o m p o s i t e s a m p l e .
F e e d C e r i o da p h n i a .
D a y F i v e
C e r i o da p h n i a s ho u l d b e p l a c e d i n n e w s o l u t i o n s o f t h e o r i g i n a l c o m p o s i t e . M o r t a l i t y a n d
r e p r o d u c t i o n c o u n t s s ho u l d be p e r f o r m e d a t t h i s t im e (a l t h o u g h t h e r e a r e u s u a l l y n o o f f s p r i n g
d u r i n g t h i s e a r l y p h a s e o f t h e l i f e c y c l e ) .
C o l l e c t a n d sh i p s e c o n d c o m p o s i t e e f f l u e n t s a m p le . F e e d C e r i o da p h n i a
D a y Si x
R e f r i ge r a t e s e c o n d c o m p o s i t e s a mp l e (< 4
° C ) .
F e e d C e r i o d a p h n i a .
D a y S e v e n
F e e d C e r i o d a p h n i a
D a y E i g h t
R e n e w a l l t e s t s o l u t i o n s u s i n g s e c o n d c o m p o s i t e s a m p l e . C o u n t m o r t a l i t y a n d r e p r o d u c t i o n .
Pe r f o r m c h e m i c a l/ p h y s i c a l m o n i to r i n g . F e e d C e r i o d a p h n i a .
D a y N i n e
F e e d C e r i o d a p h n i a
D ay T e n
P e r f o r m fi n a l m o r t a l i t y a n d r e p r o d u c t i o n c o u n t s a s w e l l a s c h e m i c a l/ p h y s i c a l m o n i t o ri n g
A P P E N D I X A
I n o r d e r t o m e a s u r e a n o e f f e c t l e v e l , t h e C e r i o da p h n i a a r e e x p o s e d t o a s e r i e s o f e f f l u e n t
c o n c e n t r a t i o n s . T h i s c o n t r a s t s w i t h t h e p a s s / f a i l t e s t w h i c h u s e s o n l y o n e c o n c e n tr a t i o n a n d a c o n t r o l . T h e
r e p r o d u c ti o n w i t h i n e a c h e f f l u e n t c o n c e n t r a t i o n i s s u bj e c t t o a s t a t i s ti c a l a n a l y s i s a s d e fi n e d i n t h e E P A
m e t h o d s d o c u m e n t t o d e t e r m i n e th e c h r o n i c v a l u e . I f t h e c h r o n i c v a l u e i s gr e a t e r t h a n t h e p r e v i o u s l y
d e fi n e d p a s s / f a i l c o n c e n t r a t i o n , th e n t h e t e s t i s r e p o r t e d a s a
" P a s s " .
A l l e f f l u e n t s a m p l i n g , te s t c o n d i ti o n s , a n d t e s t p r o c e d u r e s a r e i d e n t i c a l t o t h o s e o u t l i n e d i n t h e m a i n
s e c t i o n o f t h i s d o c u m e n t e x c e p t f o r t h e t e s t c o n c e n t r a ti o n s a n d s t a ti s t i c a l e v a l u a ti o n s o f d a t a . T h e a n a l y s i s
o f t h i s d a t a w i l l b e p e r f o r m e d u s i n g m e t h o d s o u ti i n e d b y E PA / 60 0 / 4 - 89 / 00 1 fo r m u l ti p l e c o n c e n t r a ti o n t e s t s
w i t h t h e e x c e p ti o n th a t r e pr o d u c ti o n e f f e c t s w i l l b e b a s e d o n a 9 9% c o n fi d e n c e l e v e l . T h e te s t _ ^ ,
c o n c e n t r a t i o n s f o r t h i s te s t s e r i e s w i l l b e e s t a b l i s h e d a r o u n d t h e p r e v i o u s ly d e fi n e d p a s s / f a i l c o n c e n t r a ti o n
b y f a c t o r s o f t h r e e a b o v e a n d o n e t h i r d b e l o w t h a t c o n c e n tr a ti o n T h e h i g he s t c o n c e n tr a ti o n sh a l l b e t w o
m u l ti p l e s a b o v e t h e p a s s / f a i l c o n c e n t r a t i o n a n d t h e l o w e s t w i l l be t w o m u l t i p l e s b e lo w . F o r e x a m p l e , i f t h e
l o w fl o w i n s t r e a m w a s t e c o n c e n t r a t i o n i s 5% t he n t h e e x p o s u r e c o n c e n tr a t i o n s w i l l b e a s fo l l o w s :
C o n c e n t r a t i o n % M u l ti p l e
4 5 15 X 3
15 P a s s/ f a i l X 3
P a s s / f a i l 5 0
1 . 7 P a s s F a i l X 1/ 3
0 . 6 1 . 5 X 1 / 3
C o n t r o l N A
A l t e r n a t e d o s i n g r e g im e s m a y b e c o n s i de r e d i f b a s ed o n v a l i d s t u dy c r i t e r i a . I f t h e c hr o n i c v a l u e
l i e s a b o v e t h i s r a n ge o f c o n c e n t r a ti o n s , t h e n t h e e f fl u e n t i s o f m i n im a l c o n c e rn r e g a r d i n g t o x i c s w i t h i n t h e
d i s c h a r g e . S h o u l d t h e l o w e s t c o n c e n tr a ti o n b e i m p a c t e d i n c o m p a r i s o n t o t h e c o n t r o l , t h e n t h e t o x i c i t y o f
t h e e f fl u e n t m u s t b e v i e w e d a s h a r m fu l t o t h e r e c e i v i n g s tr e a m a n d w i l l n o t m e e t t h e p a s s/ f a i l c r i te ri a . I f a
m u l ti p l e e x c e e d s 10 0 % e f fl u e n t , t h e n t he h i g h e s t c o n c e n t r a ti o n sh o u l d b e 99 % e f fl u e n t .
R e f e r e n c e s
U n i te d S t a t e s E n v ir o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y . 1 9 8 5 . Sh o r t T e r m M e t h o d s f o r E s t i m a t i n g t h e C h r o n i c
T o x i c i t y o f E f f l u e n t s a n d R e c e i v i n g W a t e r s t o F r e s h w a te r O r g a n i s m s . E P A / 6 0 0 / 4 - 8 5/0 14 , 16 2 p p .
U n i t e d S t a t e s E n v i r o n m e n t a l P r o te c t i o n A g e n c y . 1 9 8 5 . M e t h o d s f o r M e a s u r i n g t h e A c u t e T o x i c i t y o f
E f fl u e n t s t o F r e sh w a t e r a n d M a r i n e O r g a n i s m s . T h i r d E d i t i o n . E P A / 6 0 0/ 4 - 8 5 / 0 13 . 2 16 p p .
U n i t e d S t a t e s E n v i r o n m e n t a l P r o t e c ti o n A g e n c y . 19 89 . Sh o r t T e r m M e t h o d s f o r E s t i m a ti n g t h e C h r o n i c
T o x i c i t y o f E f fl u e n t s a n d R e c e i v i n g W a t e r s t o F r e sh w a t e r O r g a n i s m s . Se c o n d E di ti o n . E P A / 60 0 / 4 -
8 9/ 0 0 1 , 2 4 9 p p .
N o r t h C ar o l in a D i v i s i o n o f E n v i r o n m e n t a l M a n a g e m e n t D e c e m b e r 19 8 5 . N o r t h C a r o l i n a
'
C e r i o d a p h n i a B i o a s s a y P r o c e d u r e . R e v . F e b r u a r y 19 8 7 , J u n e 19 8 8 .
V I I I . A P P E N D I X B .
P r e l i m i n a r y S c r e e n i n g E x p e r i m e n t : W h o l e W a s t e w a t e r E f fl u e n t E x p e r i m e n t D a t a
D a t e
P o p 1
% E f f B D E H I A v g . #
N e o s
S t d
D e v
+ s t d - s t d % S u r v
9 / 15 6 0 2 7 2 9 2 8 3 1 2 6 2 8 2 9 3 1 2 5 2 8 2 9 3 2 2 8 . 5 8 2 0 7 3 0 6 5 2 6 5 2 10 0
9 / 15 9 0 2 9 2 7 3 0 2 3 2 9 2 6 2 6 2 4 30 3 2 2 7 2 7 . 5 5 2 7 3 3 0 .2 8 24 8 1 10 0
9 / 2 2 9 0 2 8 2 7 2 9 2 9 3 2 2 8 2 8 2 9 2 9 2 1 5 8 13 . 0 7 3 4 6 5 8 5 1 7 5
9 / 2 9 9 0 14 2 3 2 0 2 0 19 2 3 2 4 2 4 2 3 2 0 1 7 2 3 2 0 8 3 3 . 10 2 3 9 3 17 7 3 10 0
9 / 2 9 9 5 2 4 1 8 1 3 14 2 2 19 2 3 2 6 2 3 2 2 2 0 1 8 6 7 7 0 5 2 5 . 7 2 1 1 6 2 9 1 7
P o p 2
9 / 15 6 0 2 4 2 9 2 7 2 6 2 6 2 2 2 9 2 7 3 3 2 6 3 0 2 8 2 7 . 2 5 2 8 6 3 0 1 1 2 4 3 9 10 0
9/ 15 9 0 2 9 2 8 3 0 2 8 2 5 2 8 2 7 2 9 2 7 2 7 2 9 2 5 2 7 . 6 7 1 5 6 2 9 2 2 2 6 1 1 10 0
9 /2 2 9 0 2 0 3 2 2 9 32 3 3 2 6 16 3 0 2 6 2 5 2 9 3 2 2 7 5 0 5 2 3 32 7 3 2 2 2 7 10 0
9/ 2 9 9 0 2 1 2 1 2 2 2 0 2 2 19 2 2 2 4 2 3 2 1 2 1 2 3 2 1 5 8 1 . 3 8 2 2 9 6 2 0 2 0 10 0
9/ 2 9 9 5 2 1 2 0 2 0 19 2 1 2 5 2 2 2 3 2 5 18 2 0 1 8 2 1 . 0 0 2 3 7 2 3 3 7 18 6 3 10 0
P o p 3
9/ 15 6 0 2 3 2 4 2 5 2 7 2 5 2 0 2 7 2 9 2 4 2 8 19 2 3 3 3 5 . 4 2 2 8 . 7 5 17 . 92 10 0
9/ 15 9 0 2 2 2 2 2 2 2 6 2 2 2 6 2 6 2 8 2 5 2 3 2 4 2 7 2 4 4 2 2 19 2 6 6 1 2 2 22 10 0
9/ 2 2 9 0 2 6 2 1 2 0 2 0 13 2 0 2 3 2 5 2 3 2 1 14 19 0 0 6 . 59 2 5 5 9 12 4 1 10 0
P r e l i m i n a r y S c r e e n i n g E x p e r i m e n t : W h o le W a s t e w a t e r E f fl u e n t E x p e r i m e n t D a t a
D a t e % E f f B D E H I K A v g . #
N e o s
S t d
D e v
+ s t d - s t d % S u r v
9 / 2 9 9 0 2 4 2 1 18 19 19 19 10 2 1 2 2 2 1 2 3 18 5 8 5 . 3 2 2 3 9 0 13 2 7 10 0
9/ 2 9 9 5 2 0 2 2 1 7 2 1 0 2 4 2 2 17 2 0 8 2 4 16 17 . 5 8 7 0 6 2 4 6 5 10 . 52 9 1 . 7
O n l y 1 1 r e p l i c a t e s d u e t o l o s s o f a d u l t ( o t h e r t h a n m o r t a l i t y ) du r i n g t e s t .
P r e l i m i n a r y S c r e e n i n g E x p e r i m e n t : D M W C o n t r o l D a t a
D a t e
P o p 1
9 / 1 5
9 / 2 2
9 / 2 9
P o p 2
9 / 15
9 / 2 2
% E f f
2 8
2 3
3 0
2 1
B
2 7
2 3
2 4
3 1
19
2 9
2 4
2 0
2 8
D
2 8
2 4
3 0
2 1
3 0
2 2
2 4
2 8
1 8
2 7
2 1
10
2 9
2 7
2 1
16
2 5
2 4
H
2 4
2 7
14
I
3 0
17
2 7
3 0
2 7
2 4
2 3
K
2 4
19
2 2
2 9
2 9
2 1
2 3
2 7
2 3
A v g . #
N e o s
2 7 7 5
16 . 5
15 . 7 5
2 7 . 9 2
13 . 5 8
S t d D e v
2 . 0 9
10 . 1
9 . 5 3
2 0 7
10 37
+ s t d
2 9 . 84
2 6 . 6 0
2 5 . 2 8
2 9 9 9
2 3 . 9 5
- s t d
2 5 . 6 6
6 . 4 0
6 2 2
2 5 . 8 5
3 . 2 1
S u r v
10 0
7 5
8 3 . 3
10 0
6 7
P r e l i m i n a r y S c r e e n i n g E x p e r i m e n t : D M W C o n t r o l D a t a
D a t e
9 / 2 9
P o p 3
9 / 15
% E f f
1 7
2 5
B
18
2 9
12
10
D
2 0
3 4
16
33
2 0
2 2
2 6
12
H
19
3 8
I
19
3 0
2 0
18
K
13
2 8
1 8
2 6
A v g . #
N e o s
1 8 . 17
2 0 . 6 7
S t d D e v
3 6 1
8 . 6 1
+ s t d
2 1 7 8
2 9 . 2 8
- s t d
14 5 6
12 0 6
%
Su r v
10 0
10 0
9 / 2 2 1 6 2 1 1 1 17 19 2 4 2 1 17 16 2 3 2 4 1 7 18 . 8 3 3 9 2 2 . 7 3 14 . 9 3 100
9 / 2 9 17 2 0 2 4 1 8 22 2 2 2 5 2 5 2 5 2 1 2 6 2 0 . 6 7 6 . 2 7 2 6 . 87 14 . 4 0 10 0
I X . A P P E N D I X C .
P r e l i m i n a r y Sc r e e n i n g E x p e r i m e n t : S p i k e d W a s t e w a t e r E fl u e n t E x p e r i m e n t D a t a
D a t e
1 0/ 2 0
1 0/ 2 0
1 0/ 2 7
1 0/ 2 0
1 0/ 2 0
1 0/ 2 7
10 / 2 0
10 /2 0
10 /2 7
1 1/3
1 1/3
1 1/3
1 1/ 10
1 1/ 10
1 1/ 10
P o p #
3 1
2 6
2 8
2 2
2 5
3 0
13
2 4
18
2 5
2 0
2 2
13
3 2
2 7
2 7
2 3
2 6
2 9
2 5
1 9
2 0
2 7
17
2 1
2 2
13
16
3 3
2 7
2 9
2 3
2 4
2 2
19
2 4
2 5
16
19
18
17
D
3 0
3 0
2 4
2 2
2 1
2 6
2 2
2 0
2 6
2 2
2 3
2 0
1 9
13
3 1
2 1
2 7
2 6
2 8
2 9
2 1
12
2 4
2 5
2 1
15
13
2 8
2 3
2 8
2 4
2 5
3 0
2 1
14
1 3
2 2
2 4
2 3
19
1 5
1 1
2 8
2 4
3 1
2 4
2 6
2 7
2 7
2 4
2 7
H
3 1
3 1
2 5
2 5
2 4
2 8
2 1
27
I
3 4
2 7
2 7
2 6
2 2
3 0
2 0
2 1
2 4
2 8
3 1
2 9
2 7
2 7
3 0
2 7
2 4
2 1
K
3 0
2 8
2 7
19
2 7
3 2
2 3
13
2 4
2 7
2 6
2 2
2 9
2 9
2 0
1 9
C u
C o n e
1 0
2 0
3 0
10
2 0
3 0
10
2 0
3 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
12 5
1 5 0
A v g . #
N e o s
3 0 0 0
2 6 8 3
2 7 3 3
2 3 5 8
25 3 3
2 8 5 0
2 1 5 8
17 8 3
2 0 2 5
2 0 17
20 5 0
18 0 0
13 8 3
15 0 0
7 0 0
St d
D e v
2 7 0
3 0 7
1 8 7
2 2 3
2 3 5
2 5 8
3 8 0
6 6 0
6 8 6
7 9 4
2 4 3
5 80
10 7 8
2 53
7 16
+ s t d
3 2 7 0
2 9 9 0
2 9 2 1
2 5 82
2 7 6 8
3 1 0 8
2 5 3 8
2 4 4 4
2 7 1 1
2 8 10
22 9 3
2 3 8 0
2 4 6 1
17 5 3
14 16
-
s td
2 7 3 0
2 3 7 6
2 5 4 6
2 1 3 5
2 2 9 8
2 5 92
1 7 7 8
1 1 2 3
1 3 3 9
1 2 2 3
1 8 0 7
1 2 2 0
3 . 06
12 4 7
- 0 16
%
S u r v
1 00
1 0 0
1 0 0
10 0
1 0 0
10 0
10 0
10 0
10 0
10 0
10 0
10 0
6 6 7
10 0
5 0
P r e l i m i n a r y S c r e e n i n g E x p e r i m e n t : Sp i k e d W a s t e w a t e r E fl u e n t C o n t r o l D a t a ( D M W )
D a t e
1 0/ 2 0
1 0/ 2 0
1 0/ 2 7
10 /2 0
10 /2 0
10 / 2 7
10 /2 0
10 /2 0
10 /2 7
1 1/3
1 1/3
1 1/3
1 1/ 10
1 1/ 10
1 1 / 10
P o p #
17
17
2 9
2 4
2 4
2 3
12
12
2 9
2 2
2 2
2 2
2 7
2 7
2 6
2 5
2 5
2 2
1 7
1 7
2 7
2 2
2 2
2 2
2 4
2 4
2 4
3 0
3 0
3 1
30
30
2 6
3 1
3 1
30
2 3
2 3
2 3
1 8
1 8
1 8
D
3 0
3 0
2 8
2 7
2 7
2 6
2 6
2 6
3 0
2 3
2 3
2 3
1 3
13
1 3
2 7
2 7
2 7
2 7
2 7
2 5
1 1
1 1
1 6
2 1
2 1
2 1
2 5
2 5
2 5
3 1
2 5
2 5
2 5
15
15
2 5
2 0
2 0
2 0
2 8
2 8
2 6
2 7
2 7
2 5
2 7
2 7
3 0
2 4
2 4
2 4
2 7
2 7
2 7
H
2 9
2 9
2 6
2 6
2 6
2 6
2 2
2 2
1 6
2 1
2 1
2 1
1 2
12
1 2
I
3 0
3 0
13
2 7
2 7
2 4
2 5
2 5
2 4
2 4
2 4
1 7
1 7
1 7
2 9
2 9
2 6
2 7
2 7
2 5
1 1
2 1
2 3
2 3
2 3
2 1
2 1
2 1
K
3 3
3 3
2 7
2 8
2 8
2 3
2 4
2 4
15
2 7
2 7
2 5
2 2
2 2
2 2
3 0
3 0
2 5
2 3
2 3
2 3
2 6
2 6
2 6
C u
C o n e
A v g . #
N e o s
2 5 8 3
2 5 8 3
2 6 2 5
2 6 2 5
2 6 2 5
2 4 3 3
2 0 9 2
2 0 9 2
2 2 17
18 7 5
18 7 5
18 7 5
18 7 5
18 7 5
18 7 5
S td
D e v
8 16
8 16
4 6 1
2 0 5
2 0 5
1 50
7 3 9
7 3 9
8 5 6
7 2 4
7 2 4
7 2 4
7 62
7 6 2
7 62
+ s td
3 3 9 9
33 9 9
30 8 6
2 8 . 3 0
28 3 0
2 5 8 3
2 8 3 1
2 8 3 1
30 72
2 5 9 9
2 5 9 9
2 5 9 9
2 6 3 7
2 6 37
2 6 3 7
-
s t d
1 7 6 8
1 7 6 8
2 1 6 4
2 4 2 0
2 4 2 0
2 2 8 4
1 3 5 3
13 5 3
1 3 6 1
1 1 5 1
1 1 5 1
1 1 5 1
1 1 13
1 1 13
1 1 13
%
Su r v
1 00
10 0
1 0 0
1 0 0
1 0 0
1 0 0
9 2
9 2
1 0 0
9 2
9 2
9 2
9 2
9 2
9 2
X . A P P E N D I X D .
E x t e n d e d C o p p e r /E fl u e n t E x p e r i m e n t
D a t e P o p # H I K C u
C o n e
A v g . #
N e o s
S td
D e v
+ s td - s td %
S u r v
2 /2
"
2 2 2 2 2 0 2 4 2 0 2 4 2 3 2 3 2 2 2 0 2 1 2 2 7 0 2 1 9 2 1 4 4 2 3 3 6 20 4 7 10 0
2 /9
b
2 1 2 3 2 0 18 2 2 2 3 2 0 2 4 2 1 19 2 0 1 8 7 0 2 0 7 5 1 9 6 2 2 7 1 1 8 7 9 10 0
2 / 1 6
'
2 1 2 0 2 0 18 2 0 2 3 1 7 19 2 7 2 4 2 4 2 5 7 0 2 1 5 0 3 0 6 2 4 5 6 18 4 4 10 0
2 / 2 2 0 1 8 1 9 16 18 19 1 8 17 16 17 19 19 10 0 1 8 0 0 1 2 8 19 2 8 16 7 2 10 0
2 / 9 2 0 1 9 1 9 2 0 2 0 19 2 3 18 2 0 2 0 2 1 2 0 10 0 1 9 92 1 2 4 2 1 1 6 18 6 8 10 0
2 / 1 6 2 3 2 3 2 1 2 5 2 3 2 3 2 4 2 5 2 2 2 3 2 5 10 0 2 2 92 1 9 8 2 4 8 9 2 0 9 4 10 0
1 1/ 1 7
=
10 15 1 1 1 2 10 13 13 5 8 2 5 4 7 3 12 9 8 3 5 2 8 3 3
12 / 1 13 5
12 / 8 13 5 3 5 0 3 0 9 6 5 9 0 4 1
12 / 15 ' 2 1 17 17 17 1 8 12 17 15 2 0 19 13 5 1 5 5 0 4 8 0 2 0 3 0 10 7 0 8 3 3
1/2 6 13 5 1 5 8 2 8 7 4 4 6 - 1 2 9
2 /2 3 ' ' 0 13 5 2 5 8 3 6 0 6 1 9 - 1 0 2 4 1 7
E x p e r i m e n t 1
E x p e r i m e n t 2
E x p e r i m e n t 3
E x p e r i m e n t 4
E x p e r i m e n t 5
E x p e r i m e n t 6
E x t e n d e d C o p p e r / E f l l u e n t E x p e r i m e n t
D a t e P o p # H I K C u
C o n e
A v g . #
N e o s
S t d
D e v
+ s t d - s t d %
S u r v
2 /2
' 12 1 3 14 14 2 0 1 9 2 1 2 2 17 2 3 1 7 16 7 0 17 3 3 3 6 8 2 1 0 1 13 6 6 10 0
2 /9
" 2 3 2 6 19 2 5 14 17 2 8 15 2 5 2 3 1 5 70 1 9 8 3 6 0 9 2 5 9 2 13 7 5 10 0
2 / 16
'
1 5 1 7 16 2 3 2 6 1 7 2 4 19 2 1 2 2 1 8 1 8 7 0 19 6 7 3 4 7 2 3 14 1 6 19 10 0
2 /2 12 1 5 1 7 14 1 7 16 14 18 18 19 14 10 0 1 5 8 2 2 18 1 8 0 0 13 6 4 10 0
2 /9 2 1 U 2 1 18 1 9 2 5 2 2 I I 2 4 2 0 19 17 10 0 1 9 5 8 3 6 3 2 3 2 1 1 5 9 5 10 0
2 / 16 16 1 5 2 0 13 2 0 1 7 2 0 16 2 4 19 2 0 1 6 10 0 18 0 0 3 0 2 2 1 0 2 14 9 8 1 0 0
1 1 / 17 ' 12 1 3 12 1 1 1 1 10 10 13 5 8 0 0 4 7 5 12 7 5 3 2 5 7 5
1 2 / 1 13 5
1 2 /8 13 5 3 0 8 3 3 7 6 4 5 - 0 2 9 5 8
1 2 / 1 5' 14 14 13 1 2 12 13 1 1 1 1 16 13 5 1 1 0 0 3 7 2 14 7 2 7 2 8 7 5
1 /2 6 13 5 1 17 2 7 2 3 8 9 - 1 5 6
2 / 2 3 " 0 0 0 1 1 13 5 5 0 0 4 0 5 9 0 5 0 9 5 5 8 3
Ex p e r i m e n t 1
E x p e r i m e n t 2
E x p e r im e n t 3
E x p e r i m e n t 4
E x p e r i m e n t 5
E x p e r i m e n t 6
O n l y 1 1 r e p l i c a t e s d u e t o l o s s (o t h e r t h a n m o r t a l i t y ) d u r i n g t e s t
E x t e n d e d C o p p e r / E fl l u e n t E x p e r i m e n t
D a te P o p # K C u
C o n e
A v g . #
N e o s
S t d
D e v
+ s t d - s t d %
S u r v
2/ 2
-
2 4 2 0 2 0 17 2 0 1 1 14 2 0 19 2 2 7 0 16 83 5 5 9 22 4 2 1 1 2 4 10 0
2/ 9
"
15 19 17 I S 2 1 14 13 1 6 2 0 2 3 7 0 1 5 0 0 6 7 8 2 1 7 8 8 2 2 9 1 7
2 / 16
'
1 3 12 13 2 2 18 2 1 2 0 12 14 2 0 7 0 14 58 6 0 4 2 0 6 2 8 5 5 10 0
2/ 2 1 4 14 1 8 12 14 19 16 15 16 10 0 13 2 5 4 2 7 1 7 52 8 9 8 10 0
2/ 9 1 6 18 13 2 0 13 18 15 15 14 2 0 1 0 0 13 9 2 5 8 5 19 7 7 8 0 6 10 0
2 / 16 1 7 10 13 2 4 19 2 0 18 2 3 2 4 1 0 0 1 5 1 7 7 5 7 2 2 7 3 7 6 0 10 0
1 1/ 17
'
12 10 13 13 5 5 9 2 3 9 6 9 8 8 1 9 5 6 6 7
12 / 1 1 3 5
12 /8 13 5 3 2 5 2 9 9 6 2 4 0 2 6 50
12 / 15 ' 12 10 10 10 13 5 5 7 5 4 3 1 10 0 6 1 4 4 4 1 7
1/2 6 13 5 0 5 0 1 0 0 1 5 0 - 0 5 0
2 /2 3 " 0 13 5 2 5 8 2 7 8 5 3 6 - 0 2 0 5 0
E x p e r i m e n t 1
E x p e r i m e n t 2
E x p e r i m e n t 3
E x p e r i m e n t 4
E x p e r i m e n t 5
E x p e r i m e n t 6
E x t e n d e d C o p p e r / E fl l u e n t E x p e ri m e n t : 50 % W a s t ew a t e r C o n t r o l D a t a
D a t e P o p # H I K C u
C o n e
A v g . #
N e o s
S t d
D e v
+ s t d - s t d %
S u r v
2 / 2
*
U 13 12 1 5 10 10 8 5 8 4 1 0 1 2 6 8 4 4 8 1 0 0
2 / 9 " 3 1 3 0 3 1 19 3 0 2 4 2 9 2 0 13 15 3 0 2 0 2 4 3 3 6 6 7 3 1 0 0 1 7 67 1 0 0
2 / 16 ' 2 0 2 1 2 0 2 2 2 6 2 2 19 16 19 17 1 5 14 19 2 5 3 3 9 2 2 6 4 1 5 86 1 0 0
2 /2 1 1 13 12 15 10 10 8 5 8 4 10 12 6 8 4 4 8 1 0 0
2 /9 3 1 3 0 3 1 19 3 0 2 4 2 9 2 0 13 1 5 3 0 2 0 2 4 3 3 6 6 7 3 1 0 0 1 7 67 1 00
2 / 16 2 0 2 1 2 0 2 2 2 6 2 2 19 16 19 1 7 1 5 14 19 2 5 3 3 9 2 2 6 4 1 5 86 1 0 0
1 1 / 17
°
1 2 / 1 13 1 0 12 10 1 0 8 9 2 2 2 7 1 1 19 6 6 4 1 0 0
1 2 /8 2 7 24 2 7 2 6 2 9 2 6 2 1 2 4 2 7 3 0 2 5 2 7 2 6 0 8 2 3 9 2 8 4 7 2 3 69 1 0 0
1 2 / 1 5 ' 2 5 2 7 2 9 2 8 2 5 2 9 2 9 2 6 2 8 2 8 2 8 2 8 2 7 5 0 1 4 5 2 8 9 5 2 6 0 5 1 0 0
1 /2 6 3 0 2 7 2 8 3 2 3 0 19 2 4 2 9 3 2 2 8 2 5 2 8 2 7 6 7 3 6 5 3 1. 3 2 2 4 02 1 0 0
2 / 2 3 " 2 2 24 2 8 2 6 2 6 2 6 19 2 3 2 2 2 3 2 3 2 0 2 3 5 0 2 6 5 2 6 15 2 0 8 5 10 0
E x p e r im e n t 1
E x p e r im e n t 2
E x p e r i m e n t 3
E x p e r i m e n t 4
E x p e r i m e n t 5
E x p e r i m e n t 6
N o w a s t e w a t e r c o n t r o l w a s r u n d u r i n g t h is t e s t w e e k
E x t e n d e d C o p p e r / E fl l u e n t E x p e r i m e n t : 5 0 % W a s t e w a t e r C o n t r o l D a t a
D a te P o p # H I K C u
C o n e
A v g . #
N e o s
S t d
D e v
+ s t d - s t d %
S u r v
2/ 2
"
1 1 12 1 1 10 1 5 8 8 3 3 04 1 1 8 7 5 7 9 10 0
2/ 9
' '
3 3 2 7 3 2 32 2 5 2 8 16 12 2 8 3 0 2 3 3 3 9 3 9 3 2 73 13 9 4 10 0
1 1W 12 12 2 0 1 1 2 0 17 1 7 2 2 2 1 1 8 2 2 1 6 5 0 5 1 3 2 1 6 3 1 1 3 7 10 0
2 /2 1 1 12 1 1 10 1 5 8 8 3 3 0 4 1 1 8 7 5 7 9 1 00
2 /9 3 3 2 7 3 2 3 2 2 5 2 8 16 1 2 2 8 3 0 2 3 3 3 9 3 9 3 2 7 3 13 9 4 1 00
2/ 16 12 12 2 0 1 1 2 0 1 7 1 7 2 2 2 1 1 8 2 2 16 5 0 5 13 2 1 6 3 1 1 3 7 100
1 1/ 17
°
12 / 1 13 10 12 10 1 0 8 9 2 2 2 7 1 1 19 6 6 4 10 0
12 / 8 2 7 19 2 0 17 2 8 2 0 10 2 3 1 3 2 3 19 18 3 3 7 5 0 2 5 8 3 1 0 8 3 10 0
12 / 15 ' 13 2 8 3 0 2 2 1 5 1 5 14 2 9 3 0 2 3 19 0 0 9 4 1 2 8 4 1 9 5 9 10 0
1/ 2 6 2 2 2 4 2 6 2 0 2 5 3 0 1 0 3 0 3 2 3 1 2 6 3 1 2 5 5 8 6 2 4 3 1 8 3 1 9 3 4 10 0
2/ 2 3 ' ' 1 6 19 2 0 2 3 2 4 13 1 7 1 6 2 2 15 8 3 6 5 9 2 2 4 2 9 2 4 10 0
E x p e r i m e n t 1
E x p e r im e n t 2
E x p e r im e n t 3
E x p e r i m e n t 4
E x p e r i m e n t 5
E x p e r im e n t 6
N o w a s t e w a t e r c o n t r o l w a s r u n d u r i n g t h i s t e s t w e e k .
E x t e n d e d C o p p e r /E fl l u e n t E x p e r i m e n t : D M W C o n t r o l D a t a
D a t e P o p # H I K C u
C o n e
A v g . #
N e o s
S t d
D e v
+ s t d - s t d %
S u r v
2 / 2 * 2 9 2 5 2 7 2 8 2 6 2 9 2 8 3 0 3 0 3 0 2 7 2 7 2 8 0 0 1 6 5 2 9 6 5 2 6 3 5 10 0
2 /9 " 2 8 30 3 2 2 2 3 3 3 0 2 7 2 9 3 3 3 1 2 9 3 1 2 9 5 8 3 0 3 3 2 6 1 2 6 5 5 10 0
2 / 16 ' 2 7 2 3 2 7 2 6 2 8 2 3 2 1 2 8 2 3 2 7 2 8 2 3 4 2 7 7 6 3 1 18 1 5 6 5 10 0
2 /2 2 9 2 5 2 7 2 8 2 6 2 9 2 8 3 0 3 0 3 0 2 7 2 7 2 8 0 0 6 5 2 9 6 5 2 6 3 5 1 0 0
2/ 9 2 8 3 0 3 2 2 2 3 3 3 0 2 7 2 9 33 3 1 2 9 3 1 2 9 5 8 3 0 3 3 2 6 1 2 6 5 5 10 0
2 / 1 6 2 7 2 3 2 7 2 6 2 8 2 3 2 1 2 8 2 3 2 7 2 8 2 3 4 2 7 7 6 3 1 18 1 5 6 5 1 0 0
1 1/ 17
'
2 8 2 3 3 0 2 2 2 9 2 4 2 8 2 7 2 8 2 5 2 7 2 9 2 6 6 7 2 5 7 2 9 2 4 2 4 1 0 1 0 0
12 / 1 2 7 2 0 2 1 2 6 2 2 2 6 2 6 2 4 2 4 2 4 2 5 2 5 2 4 1 7 2 17 2 6 3 3 2 2 0 0 10 0
12 / 8 2 3 2 0 16 2 3 16 17 15 2 5 13 1 7 1 9 17 6 7 4 7 4 2 2 4 0 12 . 9 3 10 0
12 / 1 5 ' 13 14 13 10 16 1 1 12 9 2 5 4 83 14 0 8 4 4 2 8 3 3
1/2 6 2 7 2 4 2 2 2 3 2 3 2 4 2 8 2 7 2 4 2 4 1 7 2 3 2 3 8 3 2 86 2 6 6 9 2 0 9 8 10 0
2 /2 3
"
1 2 9 2 4 2 6 2 7 2 7 2 5 3 0 2 6 2 8 2 9 2 5 2 7 2 6 9 2 1 83 2 8 7 5 2 5 0 8 10 0
E x p e r im e n t 1
E x p e r i m e n t 2
E x p e r i m e n t 3
E x p e r i m e n t 4
E x p e r i m e n t 5
E x p e r i m e n t 6
E x t e n d e d C o p p e r /E fl u e n t E x p e r i m e n t : D M W C o n t r o l D a t a
D a t e P o p # H I K C u
C o n e
A v g . #
N e o s
S t d
D e v
+ s td - s td %
Su r v
2/ 2 " 2 9 2 7 2 7 2 4 2 7 3 0 2 9 2 8 2 5 2 5 2 8 3 0 2 7 4 2 1 9 8 2 9 3 9 2 5 4 4 10 0
2/ 9
b
2 7 2 7 2 7 2 2 2 4 2 2 17 2 5 2 4 2 3 2 1 1 5 2 2 8 3 3 8 1 2 6 6 4 19 0 2 10 0
2 / 16
'
2 1 2 4 2 1 2 0 2 5 2 3 2 4 2 2 19 13 1 8 19 3 3 6 3 6 2 5 69 12 9 8 10 0
2/ 2 2 9 2 7 2 7 2 4 2 7 3 0 2 9 2 8 2 5 2 5 2 8 3 0 2 7 4 2 1 9 8 2 9 39 2 5 4 4 10 0
2/ 9 2 7 2 7 2 7 2 2 2 4 2 2 17 2 5 2 4 2 3 2 1 1 5 2 2 8 3 3 8 1 2 6 6 4 19 0 2 10 0
2 / 1 6 2 1 2 4 2 1 2 0 2 5 2 3 2 4 2 2 19 13 18 1 9 3 3 6 3 6 2 5 6 9 12 9 8 10 0
1 1/ 17
'
2 3 2 4 2 4 16 2 1 2 8 2 3 2 6 2 4 2 7 2 3 2 2 2 3 4 2 3 0 9 2 6 5 1 2 0 3 3 10 0
12 / 1 1 8 2 4 2 4 2 5 2 6 1 8 2 6 2 6 2 7 2 5 2 8 2 2 2 4 0 8 3 2 3 2 7 3 2 2 0 8 5 10 0
12 / 8 2 0 16 17 2 0 2 3 2 8 2 2 2 6 2 7 2 0 2 0 5 0 5 3 0 2 5 8 0 15 2 0 10 0
12 / 15 ' 1 2 2 2 16 2 1 13 14 12 10 2 2 16 13 9 2 6 2 6 2 0 18 7 6 6 5 8 3
1/2 6 2 7 2 4 2 2 2 3 2 3 2 4 2 8 2 7 2 4 2 4 1 7 2 3 2 3 8 3 2 8 6 2 6 6 9 2 0 9 8 10 0
2 /2 3" 2 4 2 4 2 7 2 5 2 3 2 8 3 0 2 3 2 9 2 4 2 8 2 8 2 6 0 8 2 5 0 2 8 5 9 2 3 58 1 0 0
E x p e r i m e n t 1
E x p e r i m e n t 2
E x p e r i m e n t 3
E x p e r im e n t 4
E x p e r im e n t 5
E x p e r im e n t 6
D a t e
2 /2
"
2 /9 '
'
2 / 16 °
2 / 2
2 / 9
2 / 16
1 1/ 17
'
12 / 1
12 / 8
12 / 15 '
1/2 6
2 /2 3
' '
E x t e n d e d C o p p e r / E fl l u e n t E x p e r i m e n t : D M W C o n t r o l D a t a
P o p #
2 9
2 8
2 6
2 9
2 8
2 6
1 7
2 5
2 1
1 6
3 7
1 5
2 4
2 4
19
13
2 0
3 1
12
19
2 9
18
19
2 9
18
14
2 3
2 0
13
2 3
2 3
18
15
2 3
16
17
2 2
2 9
2 2
2 9
2 5
2 8
2 1
10
16
2 4
3 1
2 0
2 4
3 1
2 0
2 4
1 6
1 9
2 7
2 7
2 9
2 7
2 9
10
2 3
17
19
16
2 0
H
2 8
2 9
13
2 8
2 9
13
2 5
2 5
2 4
2 6
19
2 6
2 6
14
16
3 0
2 0
1 9
1 0
1 9
1 0
2 5
1 4
1 8
1 9
2 8
K
2 8
2 0
16
2 8
2 0
16
2 3
2 6
2 0
16
10
15
1 3
2 0
2 0
1 3
2 0
2 0
2 5
2 2
1 2
2 2
2 8
C u
C o n e
A v g . #
N e o s
S t d
D e v
+ s t d
2 2 0 8 7 13 2 9 2 1
19 7 5 10 0 0 2 9 7 5
15 3 3 8 2 7 2 3 6 1
2 2 0 8 7 13 2 9 2 1
- s t d
14 9 6
9 7 5
7 0 6
14 9 6
19 7 5 10 0 0 2 9 7 5 9 7 5
15 3 3 8 2 7 2 3 6 1 7 0 6
2 0 9 2 5 2 3 2 6 15 1 5 69
2 0 3 3 5 5 0 2 5 8 3 14 83
10 4 2 7 17 17 5 8 3 2 5
15 9 2 7 5 6 2 3 4 8 8 3 6
2 2 3 3 8 5 6 3 0 9 0 13 7 7
14 4 2 6 8 2 2 1 2 3 7 6 0
E x p e r i m e n t 1
E x p e ri m e n t 2
E x p e ri m e n t 3
E x p e r i m e n t 4
E x p e ri m e n t 5
E x p e ri m e n t 6
%
S u r v
1 0 0
1 0 0
1 0 0
1 0 0
10 0
1 0 0
10 0
1 0 0
10 0
1 0 0
10 0
10 0
.
- «
